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RESUMO 
 
 
Entre os principais transtornos mundiais, o câncer permanece como a 
segunda doença responsável pelo maior número de mortes no mundo e o melanoma 
é, cada vez mais, um dos tipos mais preocupantes de tumor. Os tumores, como 
amplamente estudado, estão relacionados a fatores genéticos e epigenéticos, 
entretanto, até o momento, não está claro quais são os fatores que levam ao 
estabelecimento de padrões epigenéticos aberrantes associados tanto ao início 
quanto à progressão tumoral. Recentes estudos têm demonstrado que alterações no 
microambiente celular, assim como o estresse oxidativo, são importantes fatores que 
levam ao estabelecimento de características neoplásicas. Metilação de DNA e 
modificações pós-traducionais em histonas são os mecanismos epigenéticos mais 
estudados. Embora haja estudos sobre metilação de DNA aberrante em melanomas, 
ainda são escassos os estudos sobre marcas em histonas nestes tumores. Nesse 
sentido, utilizando um modelo murino de transformação maligna de melanócitos 
associado a condições sustentadas de estresse, esse trabalho teve por objetivo 
identificar padrões epigenéticos aberrantes associados a diferentes fases da gênese 
do melanoma. Foram observadas variações em marcas de histonas relacionadas à 
ativação ou repressão gênica nas primeiras etapas e ao longo da progressão 
maligna, com indícios de cromatina aberta nos estágios intermediários da 
transformação. Da mesma forma, identificamos alterações em componentes da 
maquinaria epigenética ao longo da transformação maligna dos melanócitos. Além 
disso, dados ainda preliminares indicam associação diferencial de seqüências de 
DNA à desacetilase de histonas Sirt1 após submeter os melanócitos à situação de 
estresse sustentado, o que pode indicar um papel de Sirt1 no estabelecimento de 
padrões epigenéticos aberrantes. Finalmente, esse trabalho mostra mudanças 
dinâmicas tanto em componentes da maquinaria quanto em marcas epigenéticas ao 
longo da gênese do melanoma e ainda sugere reprogramação epigenética e 
aquisição de características de pluripotência nos estágios que precedem a aquisição 
do fenótipo maligno pelos melanócitos.  
PALAVRAS CHAVE 
Melanócitos, microambiente, reparo de DNA, epigenética, transformação maligna  
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
Among the major disorders in the world, cancer remains the second disease 
responsible for more deaths in the world and melanoma is one of the most 
aggressive types of tumor. The tumors, as widely studied, are related to genetic and 
epigenetic factors, however, until this moment it is not clear which are the factors that 
lead to the establishment of aberrant epigenetic patterns associated with both the 
initiation and progression of the tumor. Recent studies have shown that changes in 
cellular microenvironment, as well as oxidative stress, are important factors that lead 
to the establishment of neoplastic features. DNA methylation and post-translational 
modifications in histones are the most studied epigenetic mechanisms. Although 
there are studies about aberrant DNA methylation in melanomas, there are still few 
studies of histone marks in these tumors. In this sense, using a murine model of 
malignant transformation of melanocytes associated with conditions of sustained 
stress, this study aimed to identify aberrant epigenetic patterns associated with 
different stages of the genesis of melanoma. Changes were observed in histone 
marks related to gene activation or repression in the early stages and along 
malignant progression, with indications of open chromatin in the intermediate stages 
of transformation. Likewise, we identified changes in epigenetic machinery 
components along the malignant transformation of melanocytes. Furthermore, 
preliminary data indicate differential association of DNA sequences to histone 
deacetylases SIRT1 after submitting the melanocytes to the situation of sustained 
stress, which may indicate a role of SIRT1 in the establishment of aberrant 
epigenetic patterns. Finally, this study shows dynamic changes in both components 
of the machinery and epigenetic marks during melanoma genesis and further 
suggests epigenetic reprogramming and acquisition of pluripotency characteristics in 
the stages that precede the acquisition of malignant phenotype by melanocytes. 
KEYWORDS 
Melanocytes, microenvironment, DNA repair, epigenetic, malignant transformation 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 
1.1. Câncer 
 
 
Entre as principais desordens mundiais, o câncer destaca-se como a segunda 
doença responsável pelo maior número de mortes no mundo e acomete homens e 
mulheres, adultos ou crianças, de todas as faixas etárias e de todas as classes 
sociais, sendo que o risco de desenvolver a doença aumenta consideravelmente 
com a idade. Estima-se que, em 2030, o câncer seja responsável por 12 milhões de 
mortes no mundo (WHO, 2010).  
Não há cura efetiva para a doença, entretanto a incidência do câncer pode ser 
reduzida e controlada pela adoção de estratégias básicas de prevenção. Mais de 
30% dos casos de câncer podem ser prevenidos se evitada a exposição aos fatores 
de risco e cerca de 1/3 dos tumores podem regredir se os casos forem detectados e 
tratados nos estágios iniciais da doença (WHO, 2010).  
O tratamento prolonga a vida do paciente e melhora sua qualidade de vida. 
Os principais tratamentos existentes são altamente invasivos e incluem a remoção 
cirúrgica do tumor, a radioterapia e a quimioterapia. Para a detecção do tumor em 
sua fase inicial, faz-se necessário um método diagnóstico eficiente. Os métodos 
diagnósticos mais utilizados atualmente incluem a tecnologia de imagem (ultrasson, 
endoscopia ou radiografia) e investigações laboratoriais (INCA 2010; WHO, 2010; 
NCI, 2010).  
A transformação de uma célula não tumoral para uma célula maligna é um 
processo que envolve várias etapas. Essas mudanças são decorrentes da interação 
entre fatores genéticos e agentes externos, como agentes carcinogênicos físicos 
(raios ultravioletas e radiação ionizante), químicos (tabaco e alimentos 
contaminados) e biológicos (infecções por vírus, bactérias ou parasitas) (WHO, 
2010). O estilo de vida e as diferentes interações do indivíduo com o ambiente 
podem determinar diferentes tipos de câncer. Além disso, o envelhecimento é 
acompanhado por diversas mudanças intracelulares que aumentam a 
susceptibilidade à transformação maligna (INCA, 2010). 
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A transformação maligna pode ser explicada por alterações em mecanismos 
genéticos e epigenéticos. A desregulação na expressão do gene é uma 
característica do câncer (GAL-YAM et al., 2008) e essa expressão pode ser alterada 
não apenas por mutações ocorridas durante a replicação, com alteração na 
seqüência de DNA (GRIFFTHS et al.,2000), como também por modificações que 
afetam como o material genético é empacotado e utilizado, não acompanhadas por 
mudança na seqüência de nucleotídeos do DNA. A este último mecanismo, dá-se o 
nome de Epigenética (GAL-YAM et al., 2008; KANWAL & GUPTA, 2010).  
Nas últimas décadas, vários trabalhos têm demonstrado que as mudanças 
epigenéticas, com freqüência, precedem as mudanças patológicas, podendo ser um 
indicador diagnóstico do risco de desenvolvimento de certa doença ou um indicador 
prognóstico da progressão da doença. Vários estudos reforçam a idéia de que o 
controle epigenético da expressão gênica pode ser alterado por fatores ambientais 
tóxicos e carcinogênicos. Estas alterações podem comprometer a integridade e a 
estabilidade do genoma. A função gênica aberrante e os padrões alterados da 
expressão gênica são características chave para o desenvolvimento do câncer 
(DUCASSE & BROWN, 2006; JONES & BAYLIN, 2007; KELLY et al., 2010).  
Mecanismos epigenéticos, particularmente a metilação do DNA, são 
susceptíveis a mudanças e são excelentes candidatos para explicar como certos 
fatores ambientais podem aumentar o risco do desenvolvimento de câncer 
(ESTELLER & HERMAN, 2002). Ao contrário das mutações, as mudanças 
epigenéticas são potencialmente reversíveis e, deste modo, são alvos promissores 
para uma futura intervenção terapêutica (BROWN & STRATHDEE, 2002). 
Apesar de inúmeros esforços, após anos de pesquisa, pouco se tem 
avançado em relação às novas terapias e os tratamentos existentes estão se 
tornando ultrapassados, sendo pouco eficazes em estágios mais avançados da 
doença. Aliado ao alto índice de mortes, a pouca eficácia das drogas e dos 
tratamentos evidencia a necessidade do advento de novas drogas e terapias. Nesse 
contexto, as terapias epigenéticas poderiam ser combinadas às terapias 
convencionais para o desenvolvimento de tratamentos especializados, que tornariam 
os tumores mais agressivos susceptíveis a menores dosagens de drogas, com 
menos efeitos colaterais.  
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1.1.1. Melanoma 
 
 
Entre os principais tipos de câncer, tem-se observado um aumento na 
incidência de melanoma, uma doença de pele baseada na transformação maligna 
dos melanócitos, células pigmentadas especializadas encontradas em humanos 
predominantemente na epiderme. Embora represente apenas 4% entre os cânceres 
de pele, o melanoma é o mais grave devido sua alta capacidade de metástase, 
sendo a forma mais letal entre os tumores cutâneos (INCA, 2010). Uma estimativa 
da incidência dos cânceres em relação à idade, realizada em 2008, revelou que, nas 
Américas, o melanoma está entre os seis tipos de tumores mais freqüentes, sendo 
que o aumento de sua incidência é diretamente proporcional à idade do paciente 
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH IN CANCER, 2008).  Estudos 
recentes sugerem que a população acometida por essa grave enfermidade duplica a 
cada 10 a 20 anos (GARBE & LEITER, 2009). 
A incidência desse tipo de tumor é maior em pessoas de pele mais clara e 
varia com a região geográfica onde se localiza cada população. Além da 
predisposição genética, um dos fatores de risco mais importantes é a radiação UV, 
que pode levar à formação de espécies reativas de oxigênio e resultar em danos no 
DNA e mutações, à supressão do sistema imune da pele e ao aumento da produção 
de fatores de crescimento (TRONOV et al, 2010). 
Como revisado por Gaggioli e Sahai, a proliferação aberrante inicial dos 
melanócitos pode originar o nevo melanocítico na epiderme, que pode mostrar 
vários graus de displasia. Alguns melanócitos displásicos podem não formar o nevo 
e formar diretamente uma lesão com capacidade de se espalhar. Em geral, a 
primeira etapa de dispersão do melanoma displásico é lateral e ocorre no interior ou 
muito próximo à epiderme. Essa fase é conhecida como Fase de Crescimento 
Radial (RGP) e está associada a um bom prognóstico. A segunda etapa, conhecida 
como Fase de Crescimento Vertical (VGP), mostra invasão pronunciada para a 
derme e, portanto, é mais perigosa. A transição para a segunda etapa está 
associada à aquisição do potencial metastático, penetração das células na 
membrana basal e aumento da vascularização. A forma mais agressiva do 
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melanoma é caracterizada por extensa vascularização e invasão (GAGGIOLI & 
SAHAI, 2007). Abaixo, a Figura 1 sintetiza etapas distintas da iniciação e 
progressão do melanoma, segundo o modelo de Clark (CLARK, 1991), baseado nas 
mudanças histológicas observadas nas diferentes lesões. 
 
 
Figura1. Estágios de iniciação e progressão do melanoma humano segundo modelo de Clark. 
O desenvolvimento do nevo é relativamente freqüente, mas a transição do nevo para doença maligna 
é relativamente rara. Além disso, a doença maligna pode se desenvolver a partir dos melanócitos que 
não passaram pelo estágio de nevo. RGP: melanoma de fase de crescimento radial; VGP: melanoma 
de fase de crescimento vertical. 
 
 
O melanoma apresenta alta resistência a drogas, fazendo-se necessário o 
estudo de novas alternativas de tratamento. Nesse contexto, o estudo das 
alterações nos genes e nas vias de sinalização do melanoma pode levar à 
compreensão do desenvolvimento e da biologia desse tipo de tumor e a descoberta 
de novos marcadores genéticos e epigenéticos pode prover potenciais alvos 
diagnósticos, prognósticos e terapêuticos (TRONOV et al, 2010). 
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1.2. Mecanismos Epigenéticos na Transformação Maligna 
 
 
Alguns mecanismos epigenéticos são essenciais para o desenvolvimento 
normal do organismo, entretanto alterações epigenéticas aberrantes são conhecidas 
por contribuir com várias fases da neoplasia, incluindo início, promoção, invasão, 
metástase e resistência à quimioterapia (DUCASSE & BROWN, 2006; GRONBAEK 
et al., 2007). As principais modificações epigenéticas incluem metilação do DNA, 
modificações covalentes no código de histonas e alteração física no posicionamento 
do nucleossomo (KANWAL & GUPTA, 2010).  
Conceitualmente, as mudanças epigenéticas são reversíveis e 
conseqüentemente são potenciais alvos para futuro desenvolvimento de novas 
modalidades terapêuticas. Atualmente, há duas principais drogas epigenéticas em 
uso para o tratamento do câncer, inibidores de DNA metiltransferases (DNMTi) e 
inibidores de histonas desacetilases (HDACi). Os DNMTi não atingem a célula-alvo 
de modo específico e, portanto, podem modificar os padrões de metilação das 
células malignas e não malignas, apesar de atuarem em células em proliferação. Os 
HDACi oferecem alvos mais promissores para terapias epigenéticas anti-
neoplásicas, já que células tumorais são mais sensíveis a esses inibidores do que 
células saudáveis. A combinação desses dois inibidores, DNMTi e HDACi, mostrou 
importantes resultados terapêuticos, embora mais estudos sejam necessários para 
uma terapia efetiva (KANWAL & GUPTA, 2010). 
 
 
1.2.1. Metilação do DNA 
 
 
Em mamíferos, a metilação do DNA é necessária para o desenvolvimento 
normal embrionário, e participa em processos como a inativação do cromossomo X e 
o imprinting genômico. A metilação em geral está associada à inativação gênica e 
afeta vias que regulam comunicação celular, reparo do DNA, ciclo celular e 
apoptose. Porém, se houver alguma disfunção no processo de metilação do DNA, 
pode-se favorecer o estabelecimento de anomalias, sendo que a metilação 
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aberrante do DNA é a lesão molecular mais comum da célula tumoral, mesmo 
quando comparada a mutações genéticas, ou a disfunções citogenéticas 
(ESTELLER, 2005).  As enzimas responsáveis pelo estabelecimento e manutenção 
dos padrões de metilação do DNA são as DNA metiltransferases (Dnmts), dentre as 
quais as mais estudadas são Dnmt1, Dnmt3a e Dnmt3b. Dnmt1 e Dnmt3b estão 
super-expressas na maioria das neoplasias (ROBERTSON et al., 1999).  
A modificação epigenética mais estudada é a metilação de citosinas do DNA 
em ilhas de CpGs.  Em células normais, sequências repetitivas e elementos 
transponíveis encontram-se em geral hipermetilados, enquanto ilhas de CpGs 
presentes em promotores gênicos apresentam-se não metiladas. Este estado 
desmetilado corresponde à habilidade dos genes serem transcritos na presença dos 
ativadores transcricionais necessários. Por outro lado, células tumorais apresentam 
hipometilação em seqüências repetitivas e elementos transponíveis e hipermetilação 
em ilhas de CpGs. O silenciamento transcricional pela hipermetilação de promotores 
de ilhas de CpGs contribui para todos os tipos de marcas de células cancerígenas 
que resultam da inativação de supressores tumorais. Assim, a metilação aberrante 
de ilhas de CpGs pode ser usada como um biomarcador de células malignas e como 
indicativo de seu comportamento (ESTELLER & HERMAN, 2002; ESTELLER, 2007). 
A Figura 2 (retirada de ESTELLER, 2007) representa a reversão dos padrões de 
metilação em células tumorais. 
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Figura 2. Padrões de metilação do DNA alterados na tumorigênese. A hipermetilação de ilhas de 
CpGs de genes supressores de tumor está frequentemente alterada em células tumorais, levando à 
inativação da transcrição desses genes e à perda das atividades celulares normais. Isso contribui 
para muitas características das células neoplásicas. Ao mesmo tempo, o genoma das células 
tumorais apresenta hipometilação global em sequências repetitivas e genes imprintados e tecido-
específicos podem também mostrar perda de metilação do DNA. Em muitos casos, essa 
hipometilação é conhecida por contribuir com o fenótipo da célula tumoral, causando mudanças como 
a perda de imprinting, e pode também contribuir para a instabilidade genômica característica de 
tumores. 
 
 
A partir de um modelo murino de transformação maligna de melanócitos in 
vitro, desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado aumento 
significativo do estresse oxidativo/nitrosativo após o bloqueio de ancoragem de uma 
linhagem não tumorigênica de melanócitos e este aumento parece ter contribuído 
com o aumento global da metilação do DNA e da expressão de Dnmt1 e Dnmt3b. 
Estes resultados sugeriram importante papel das mudanças epigenéticas 
ocasionadas pela alteração no microambiente sobre os eventos iniciais do processo 
carcinogênico (CAMPOS et al., 2007). 
Há uma família de proteínas caracterizada pela presença de domínios que 
reconhecem radicais metila em ilhas CpGs, as chamadas MBDs (do inglês Methyl-
CpG-binding domain), que estão envolvidas na interpretação da informação 
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codificada pela metilação do DNA e no recrutamento de proteínas associadas ao 
silenciamento transcricional, como DNA metiltransferases e histona desacetilases. 
MeCP2, um membro dessa família, liga-se a regiões metiladas do DNA e, uma vez 
ligadas, condensam-se com a estrutura da cromatina e podem formar um complexo 
com um grupo de enzimas que participam no recrutamento de desacetilases de 
histonas, ou podem bloquear diretamente fatores de transcrição.  
Sugere-se que MeCP2 interaja com histona metiltransferases, como H3K9 
metiltransferase, e que esta enzima pode reprimir a transcrição e estabilizar a 
formação de heterocromatina por meio da ligação com um complexo que recruta 
histona desacetilases (KN et al, 2004; SERRA & ESTELLER, 2008). Além disso, um 
trabalho (VALINLUCK et al., 2004) revelou que houve redução significativa da 
ligação de MeCP2 após dano oxidativo em regiões de ligação de MBDs,  concluindo 
que o dano oxidativo do DNA poderia resultar em mudanças epigenéticas herdáveis 
na organização da cromatina.  
Por fim, a geração de uma nova região aberrantemente hipermetilada durante 
o desenvolvimento e a progressão tumoral faz das proteínas MBDs interessantes 
alvos de estudo pelas suas potenciais implicações clínicas e biológicas. A Figura 3 
mostra a ligação de MeCP2 a sequências aberrantemente metiladas, que estão 
relacionadas a desregulação transcricional após a transformação maligna (SERRA & 
ESTELLER, 2008). 
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Figura 3. Mecanismo de silenciamento epigenético por proteínas MBD. Círculos vermelhos e 
brancos representam ilhas CpGs metiladas e desmetiladas, respectivamente. HDAC: histona 
desacetilase; HMT: histona metiltransferase; Sin3A: complexo que contém as histonas desacetilases 
HDAC1 e HDAC2.  
 
 
1.2.2. Modificações epigenéticas em histonas 
 
 
Além de serem consideradas como proteínas empacotadoras de DNA, as 
histonas são conhecidas por serem reguladores dinâmicos da atividade gênica. 
Cada nucleossomo engloba cerca de 146pb do DNA envoltos em um octâmero de 
histonas. Cada octâmero consiste de duplas subunidades de H2A, H2B, H3 e H4. As 
histonas coordenam mudanças na atividade transcricional, expondo ou não o DNA a 
fatores de transcrição. Essas mudanças ocorrem devido às características 
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estruturais do nucleossomo, que apresentam as porções amino-terminais das 
histonas projetadas para fora do núcleo do octâmero. Estas regiões amino-terminais 
das caudas de histonas constituem o principal alvo de modificações químicas pós-
traducionais (CHUANG & JONES, 2007; GUIL & ESTELLER, 2009; KANWAL & 
GUPTA, 2010), que regulam a estrutura da cromatina, a expressão gênica e o 
reparo do DNA (GAL-YAM et al., 2008). 
Uma teoria recente, conhecida como “Código de histonas”, inicialmente 
proposta por Allis e colaboradores (STRAHL & ALLIS, 2000), refere-se a um sistema 
de marcação epigenética, onde diferentes combinações de padrões de modificação 
regulam funções distintas e específicas do genoma eucarioto, com a participação de 
enzimas modificadoras de histonas (CHI et al., 2010). As principais modificações em 
histonas incluem acetilação e metilação (as duas mais estudadas) além de 
fosforilação, ADP-ribosilação, ubiquitinação e sumoilação. A maioria dessas 
modificações ocorre em resíduos de lisina, arginina e serina, sendo reversíveis e 
controladas por um grupo de enzimas. Enzimas como as histonas desacetilases 
(HDACs) e histona acetiltransferases (HATs) são responsáveis por reverter essas 
marcas (KANWAL & GUPTA, 2010). Alterações no balanço das atividades das HATs 
e HDACs podem estar associadas ao desenvolvimento do câncer (MARKS et al., 
2001). 
Claramente, alterações globais dos padrões de modificações em histonas têm 
o potencial de afetar a estrutura e a integridade do genoma e interromper os padrões 
normais de expressão gênica, o que, como as alterações na metilação do DNA, 
pode ser fator causal para o desenvolvimento do câncer. As células tumorais são 
caracterizadas por desregulação na expressão de histona metiltransferases e 
histona desmetilases, superexpressão de histona desacetilases (HDACs), com 
conseqüente diminuição global da acetilação de histonas (como revisto por KELLY 
et al., 2010). 
Observa-se um padrão alterado das marcas em histonas no estado maligno 
(Figura 4). Em células normais ocorrem, em geral, marcas de ativação (como 
H3K4me3) em regiões ativas do gene e marcas de silenciamento (como H3K9me3 e 
H3K27me3) em regiões não ativas, entretanto, em células tumorais, este padrão 
encontra-se invertido (GAL-YAM et al., 2008; KANWAL & GUPTA, 2010). 
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Figura 4. Mapa de modificações em histonas em um cromossomo típico em uma célula normal 
e em uma tumoral. Octâmeros consistindo de histonas H2A, H2B, H3 e H4 estão representados 
como cilindros cinza. A figura mostra a acetilação e di- e trimetilação de histonas. Em células normais, 
regiões genômicas que incluem promotores de genes supressores tumorais estão enriquecidas de 
marcas associadas à ativação transcricional, como a acetilação dos resíduos de lisina de H3 e H4, 
por exemplo, a acetilação em H4K16 e a trimetilação de K4 da histona H3. Na mesma célula, 
sequências repetitivas de DNA e outras regiões da heterocromatina são caracterizadas pela 
trimetilação de K27, dimetilação da K9 de H3, e trimetilação de K20 de H4, que funcionam como 
marcas repressivas. Em células transformadas, este cenário é interrompido pela perda de marcas de 
ativação nos promotores de genes supressores de tumores e pela perda de marcas repressivas em 
regiões subteloméricas e em sequências repetitivas do DNA. 
 
 
As lisinas podem ser mono-, di- ou trimetiladas e pode haver diferença 
funcional entre esses estados de metilação. Em câncer, tem sido demonstrado que 
H3K4me3, H3K4me2 e H3ac estão altamente enriquecidas em torno do sítio de 
início da transcrição do gene, e tem sido relacionado com o aumento da atividade do 
gene (SELIGSON et al., 2009). Por outro lado, altas taxas de H3K27me2 e me3 e 
modestos níveis de H3K9me2 e me3 estão relacionados com a repressão ou o 
silenciamento gênico.  Também foi demonstrado que a perda de H4K16ac é uma 
característica comum de células tumorais (PETERS et al., 2003; DUTNALL, 2003; 
FRAGA et al., 2005) .  
Estruturas repressivas da cromatina, caracterizadas por modificações 
particulares em histonas, podem acelerar a metilação do DNA. A hipermetilação dos 
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promotores de ilhas CpGs em células tumorais é conhecida por estar associada com 
uma combinação particular em marcas de histonas, como deacetilação da histona 
H3 e H4, perda da trimetilação da lisina K4 da histona H3 e ganho de metilação de 
H3K9 e da trimetilação de H3K27 (ESTELLER, 2007). 
 Padrões de modificações em histonas também podem fornecer informações 
prognósticas e diagnósticas no câncer. Como exemplo, o aumento de H3K4me2 e a 
ativação de H3K18ac estão associados a um prognóstico ruim da doença (KONDO, 
2009). 
 
 
1.2.3. Histona Metiltransferases 
 
 
A metilação de resíduos de lisina é caracterizada por um grupo específico de 
enzimas para cada posição (DALVAI & BYSTRICKY, 2010). EzH2 (do inglês 
Enhancer of zeste homolog 2), uma histona metiltransferase específica para H3K27 
pertencente à família EZH e ao complexo policômbico PCR2, provê outra conexão 
entre metilação em histonas e oncogênese. Esta enzima está freqüentemente 
superexpressa em tumores sólidos, incluindo próstata, mama, cólon, pulmão e pele 
(SIMON & LANGE, 2008). Além disso, a superexpressão de EzH2 confere 
invasividade a fibroblastos e imortalização a células epiteliais mamárias benignas, e 
este efeito é dependente da metilação de H3K27 (KLEER et al., 2003). Em 
humanos, a forte expressão de EzH2 foi associada ao aumento de agressividade e 
da proliferação tumoral no melanoma cutâneo e ao aumento da proliferação de 
cânceres do endométrio, próstata e mama (BACHMANN et al., 2006). A função 
oncogênica de EzH2 tem sido atribuída ao silenciamento de genes supressores 
tumorais. Há especulações de que a homeostase de H3K27me3 é crucial na 
definição do contexto celular, e sua perturbação por meio de EzH2 pode prover um 
contexto favorável ao desenvolvimento de diversos tipos de câncer.  
Como revisto por Simon e colaboradores (2008), genes alvo de EzH2 estão 
altamente relacionados a genes que se tornam anormalmente hipermetilados em 
células tumorais, sendo que o silenciamento de certos genes requerem ambos, 
EzH2 e Dnmts. Recentes estudos em células humanas mostraram que EzH2 e 
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Dnmts estão fisicamente e funcionalmente relacionados, mostrando, 
interessantemente, que EzH2 é necessária para a ligação de Dnmt e metilação de 
CpGs de genes alvos, embora a ligação de Dnmt não seja necessária para a 
associação de EzH2 à cromatina (VIRE et al., 2006). Ainda segundo a revisão de 
Simon et al. (2008),  alguns estudos sugerem que certos genes pré-marcados por 
EzH2 podem posteriormente ter suas ilhas CpGs metiladas ao longo da 
transformação. 
Interações físicas e funcionais entre EzH2 e histona desacetilases (HDACs) 
também tem sido observadas (VAN DER VAGLE et al., 1999; TIE et al., 2001). Em 
células humanas, PRC2 pode se associar fisicamente a HDACs da classe 1 e 2  e o 
silenciamento transcricional mediado por PRC2 é impedido pelo inibidor de HDACs, 
TSA (VAN DER VAGLE et al., 1999). Como ilustrado na Figura 5, HDACs poderiam 
deacetilar H3K27me3 para disponibilizar um grupo amino para metilação por PCR2. 
Alternativamente, HDACs poderiam deacetilar outras lisinas de histonas, como 
H3K9, para ajustar o código de histona local para o silenciamento. Juntos, os links 
funcionais entre EzH2, HDACs e Dnmts contribuem para a hipótese emergente de 
que os três tipos de maquinaria de silenciamento epigenético contribuem para o 
controle anormal da expressão gênica em células tumorais (SIMON & LANGE, 
2008). 
 
 
Figura 5. Modelo da colaboração de enzimas no silenciamento epigenético. Genes alvos são 
inicialmente silenciados por meio da metilação de H3K27 por PRC2. Se K27 estiver pré-acetilada, 
então a metilação desse resíduo necessitará primeiramente da deacetilação por meio de HDACs, 
conhecidos por interagirem com PRC2. PRC2 pode também recrutar DNMTs, que metila ilhas de 
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CpGs de genes alvo, levando a um estado de cromatina mais permanentemente silenciado. Para 
simplificar, um único nucleossomo e elemento CpG na região regulatória upstream está representado. 
 
 
Embora haja vários estudos acerca do aumento de expressão de EzH2 em 
neoplasias, o papel preciso dessa superexpressão deve ainda ser rigorosamente 
validado em modelos animais e correlacionados a amostras tumorais humanas. 
Contudo, a inibição de EzH2 tem sido proposta como uma estratégia terapêutica 
para inibir o crescimento tumoral (CHI et al., 2010). De fato, sucessos iniciais do uso 
combinado de um inibidor de EzH2 e um inibidor de desacetilase de histonas têm 
sido observados em modelos murinos de leucemia (FISKUS et al., 2009). 
 
 
1.2.4. Desacetilases de Histonas 
 
 
As desacetilases de histonas (HDACs) estão envolvidas, primariamente, na 
repressão da transcrição gênica em virtude da compactação da estrutura da 
cromatina, decorrente da remoção de grupos acetil neutros de lisinas. Há três 
classes de HDACs envolvidas na modelagem da estrutura da cromatina. A Classe III 
inclui os homólogos da Sir2 de leveduras e camundongos, como Sirt1, que são 
altamente dependentes de NAD+ para sua atividade e são insensíveis à inibição por 
Tricostatina A (TSA), um conhecido inibidor de histona desacetilases (HDACi) 
(MARKS et al., 2001). 
Entre os principais agentes utilizados na terapia anti-câncer, estão os 
inibidores das desacetilases de histonas (HDACis) (KANWAL & GUPTA, 2010). Tem 
sido demonstrado o papel dos HDACis no impedimento de crescimento, na 
diferenciação e na apoptose de células tumorais por alterar a transcrição de um 
pequeno número de genes (MARKS et al., 2001). 
O isolamento e a clonagem de HDACs tem sido base para o desenvolvimento 
de novos e potentes HDACis e a identificação de inibidores seletivos de HDACs 
contribuirá para a compreensão de quais HDACs são mais importante para a parada 
do ciclo celular. Várias drogas que inibem a deacetilação em histonas encontram-se 
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em estudos de fase I e II como candidatas a monoterapias ou para uso em 
combinação com outros métodos terapêuticos (MARKS et al., 2001). 
 
 
1.2.4.1. Sirt1 
 
 
As sirtuínas são uma família de enzimas pertencentes à classe III das HDACs 
e, portanto, dependentes de NAD+ para mediar a acetilação de histonas e de outras 
proteínas. Diferente das outras HDACs, as sirtuínas não são inibidas pelos HDACis 
de classes I, II e IV. A Sirt1 é um membro dessa família e exerce várias funções 
celulares imprescindíveis à vida, como a participação no metabolismo e no retardo 
do envelhecimento. Como revisto por Chung e colaboradores (2010), a ativação de 
Sirt1 é benéfica para a regulação da restrição calórica, estresse oxidativo, 
senescência celular, autofagia/apoptose (CHUNG et al., 2010).  
Sirt1 também promove proliferação celular, angiogênese e vasodilatação e a 
manipulação da atividade das sirtuínas causa ativação de respostas anti-
inflamatórias, anti-apoptóticas e anti-estresse (BROOKS & GU, 2009; PRUITT et al., 
2006). O Resveratrol, um conhecido ativador de Sirt1, exibe forte atividade 
antioxidante e tem mostrado efeitos anti-carcinogênicos e anti-inflamatórios (LIANG 
et al., 2003). Embora seja bem descrito seu papel na extensão de vida em 
leveduras, vermes, moscas e mamíferos, a enzima tem sido recentemente implicada 
no início e progressão de várias malignidades, incluindo o câncer (LIU et al., 2009; 
CHUNG et al., 2010). 
A Sirt1 está envolvida tanto na regulação do silenciamento transcricional 
quanto na deacetilação de substratos histona e não histonas (YEUNG et al., 2004). 
O recrutamento de Sirt1 para a região promotora do gene alvo resulta na 
deacetilação de histonas. Entre os alvos dessa proteína estão H4K16ac e H3K9ac. 
Sirt1 induz a produção de H3K9me3, marca associada com repressão da cromatina 
(VAQUERO et al., 2004). Sirt1 não apenas recruta e deacetila supressores de 
SUV39H1, resultando na trimetilação de H3K9 (VAQUERO et al., 2007), mas 
também pode formar um complexo protéico com SUV39H1 e nucleometilina. O 
complexo protéico se liga, então, à H3K9 no locus do rDNA, dimetila (H3K9me2) e 
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deacetila a H3K9 (H3K9ac), e reprime a transcrição do rRNA, instituindo o 
silenciamento neste locus e protegendo a célula da privação de energia e da 
apoptose (MURAYAMA et al., 2008).  
Em células tumorais, Sirt1 se localiza em promotores de vários genes 
supressores de tumor aberrantemente silenciados, em que as ilhas de CpGs se 
encontram densamente hipermetiladas, e a inibição da Sirt1 leva a re-expressão 
desses genes. Os genes supressores de tumor reprimidos por Sirt1 incluem E-
caderina, que está geralmente reprimido durante a tumorigênese epitelial, 
progressão e metástase (PRUITT et al., 2006). Em células transfectadas com o 
promotor da E-caderina, Sirt1 e EZH2 são recrutadas para o promotor após indução 
de quebra de dupla fita nesta região e desempenham papel no reparo deste dano. 
No entanto, a associação de Sirt1 ao promotor também recruta componentes da 
maquinaria epigenética, como Dnmt1, Dnmt3b, o que contribui com a metilação 
deste promotor exógeno e conseqüente silenciamento gênico em uma pequena 
porcentagem das células (O’HAGAN et al., 2008; LIU et al., 2009). Este interessante 
trabalho indica que condições que levam a danos no DNA podem, via Sirt1, resultar 
em uma população de células apresentando padrões epigenéticos aberrantes.  
Curiosamente, Oberdoerffer e colaboradores (2008) mostraram que, em 
células tronco embrionárias tratadas com espécies reativas de oxigênio, Sirt1 deixa 
de se associar a sequências repetitivas e oncogenes, onde participa na manutenção 
do silenciamento, e passa a se associar com outras regiões do DNA, o que resulta 
em mudanças transcricionais semelhantes àquelas observadas durante o 
envelhecimento (OBERDOERFFER et al., 2008). Ademais, foi demonstrado que 
Sirt1 é uma proteína sensível ao estresse oxidativo e pode ser regulada por 
modificações pós-traducionais, como carbonilação e fosforilação. Agentes oxidantes 
causam modificações covalentes pós-traducionais de Sirt1, diminuindo sua atividade 
enzimática e marcando-a para a degradação proteossomal (CAITO et al., 2010; 
ARUNACHALAM et al., 2010). Neste sentido, hipotetizamos que a relocalização de 
Sirt1, em resposta a condições de estresse oxidativo, pode desempenhar papel 
crucial no estabelecimento de padrões epigenéticos aberrantes estocásticos 
associados ao desenvolvimento de patologias, em especial o câncer.  
No entanto, o papel de Sirt1 na tumorigênese ainda permanece controverso, 
devido a Sirt1 estar associada tanto à promoção quanto à supressão tumoral. Os 
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níveis de Sirt1 estão aumentados em câncer e em ratos transgênicos que 
desenvolvem tumores, sugerindo o papel da Sirt1 na promoção tumoral, atribuído à 
deacetilação da proteína supressora de tumor P53, que está envolvida com 
apoptose e parada do ciclo celular, levando a sua inibição e subseqüente 
tumorigênese (LUO et al., 2001;  VAZIRI et al., 2001; BOILY et al., 2009). A 
superexpressão de Sirt1 inibe a atividade transcricional de p53 e a apoptose 
dependente de p53 em resposta ao dano no DNA e ao estresse oxidativo (APELLA 
& ANDERSON, 2001; BROOKS & GU, 2003). Entretanto, também foi demonstrado a 
regulação, por Sirt1, de uma variedade de processos que alteram a resposta celular 
à genotoxicidade, incluindo a detoxificação de espécies reativas de oxigênio, os 
mecanismos de reparo do DNA e a sensibilidade das células à apoptose (DRYDEN 
et al., 2003; BRUNET et al., 2004; TANNO et al., 2010). 
Contudo, estudos mais aprofundados acerca do papel de Sirt1 no início da 
transformação maligna são importantes para o desenvolvimento de novos inibidores 
de Sirt1, com atividade antitumoral mais específica, que poderão ser utilizados 
futuramente em pacientes na fase inicial da doença. 
 
 
1.3.  Reversibilidade epigenética do câncer e a hipótese de “Célula-Tronco 
Tumoral” 
 
 
As alterações epigenéticas podem ser também os primeiros passos críticos 
na progressão neoplásica, perturbando a programação de células progenitoras ou 
de células tronco normais, por exemplo, por estimular a proliferação de células 
tronco fora de seus ambientes naturais. O modelo de progenitor epigenético, em que 
o câncer seria originado a partir de células-tronco ou progenitoras após alterações 
epigenéticas, é suportado pela natureza primária ubíqua das mudanças 
epigenéticas, discutidas nos tópicos acima, assim como pela identificação de células 
progenitoras alteradas em tecidos normais de pacientes com câncer (FEINBERG, 
2007). 
Evidências sugerem a existência das chamadas células-tronco tumorais em 
algumas populações tumorais, onde essas células poderiam controlar o crescimento 
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e a metástase desses tumores. As células-tronco tumorais dariam origem a um 
conjunto de células progenitoras, que sofreriam limitados ciclos de divisão mitótica e 
então se diferenciariam, perdendo a habilidade de proliferação. Dessa forma, 
somente as células tronco tumorais seriam capazes de gerar grande número de 
descendentes, proliferar indefinidamente e gerar tumores em lugares distantes de 
sua origem (CLARKE & FULLER, 2006; JONES & BAYLIN, 2007). 
Há pelo menos duas maneiras para o surgimento de células tronco tumorais. 
Primeiramente, mutações oncogênicas poderiam inativar o controle da expansão de 
células tronco normais, originando células tronco tumorais. Por outro lado, mutações 
oncogênicas poderiam permitir às células continuar a proliferar, perdendo a 
capacidade de diferenciação, resultando, desse modo, em um pool de células com 
capacidade de auto-renovação. Esse pool, em última análise, poderia resultar em 
células tronco tumorais originadas de uma população mais diferenciada (CLARKE & 
FULLER, 2006). 
Tumores também parecem mostrar aumento de reversibilidade nos padrões 
epigenéticos. Esta plasticidade pode ser uma propriedade intrínseca das células 
tronco a partir das quais os cânceres originaram, assim como a natureza bivalente, 
ou seja, a presença concomitante de marcas de ativação (H3K4me2) e de 
silenciamento (H3K9me3) em histonas, geralmente não encontradas em células 
somáticas já diferenciadas (OHM et al., 2007; BERNSTEIN et al., 2006; FEINBERG, 
2007; RODRIGUEZ et al., 2008). 
Ohm e colaboradores hipotetizaram que os padrões de cromatina e o 
silenciamento transiente de importantes genes regulatórios em células tronco ou 
progenitoras poderia levar à hipermetilação aberrante de seus promotores e causar 
silenciamento herdável de genes durante o início e progressão tumoral (OHM et al., 
2007). Muitas mudanças que constituem eventos primários na progressão tumoral 
poderiam ter suas origens moleculares veiculadas a uma população de células 
tronco precursoras (JONES & BAYLIN, 2007). 
Além de promover a diferenciação anormal que ocorre no início e progressão 
tumoral, a reversibilidade epigenética é bem conhecida por facilitar a adaptação 
fenotípica em resposta a sinais externos, durante o desenvolvimento normal em 
mamíferos. Tem sido demonstrado que há considerável reversibilidade epigenética, 
responsiva a sinais externos de diferenciação, em câncer de mama em estágio 
32 
 
avançado e em células de melanoma maligno (HENDRIX et al., 2007; POSTOVIT et 
al., 2008), assim como em células de câncer ovariano e células tronco tumorais, com 
presença de marcas bivalentes em histonas (BAPAT et al., 2010). Adicionalmente, 
Bapat e colaboradores (2010) identificaram, após alteração do microambiente celular 
em células de câncer ovariano, transição de dependência de ancoragem para 
independência de ancoragem, concomitante à presença de marcas trivalentes 
(H3K4me2/ H3K9me3/ H3K27me3) e tetravalentes (H3ac/ H3K4me2/ H3K9me3/ 
H3K27me3), ilustrando a influência da regulação da cromatina sobre a 
adaptabilidade fenotípica, mediada por respostas epigenéticas à reorganização da 
arquitetura celular. 
 
 
1.4. Modelo Experimental para o Estudo da Progressão Maligna  
 
 
Um modelo de estudo de transformação maligna de melanócitos, que não 
utiliza agentes carcinogênicos físicos e químicos ou manipulação genética, foi 
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (OBA-SHINJO et al., 2006). Para tanto, 
uma linhagem de melanócitos murinos não tumorigênicos, melan-a (BENNETT et al., 
1987), foi submetida a um bloqueio de adesão ao substrato por 96 horas. Como 
esperado para uma linhagem de células espontaneamente imortalizadas não 
tumorigênicas, a grande maioria das células sofreram apoptose induzida pelo 
bloqueio de adesão (anoikis) e as poucas células sobreviventes foram novamente 
cultivadas em condições aderentes e re-submetidas a um novo ciclo de desadesão. 
As células submetidas a 2, 3 e 4 ciclos de desadesão deram origem às linhagens 
denominadas 2C, 3C e 4C, respectivamente. Como a linhagem 4C apresentou 
importantes diferenças (morfológicas e na expressão gênica) quando comparada à 
linhagem parental, mas ainda não foi tumorigênica, foi denominada de linhagem pré-
maligna. Todos os clones obtidos após diluição limitante dos esferóides formados 
após a desadesão da linhagem 4C foram capazes de formar tumores in vivo quando 
injetados subcutaneamente em camundongos singenêicos. Entretanto, as linhagens 
tumorais obtidas apresentaram diferença em relação ao grau de agressividade e, 
portanto, na capacidade de promover o crescimento tumoral. Exemplos destas 
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linhagens são a 4C11- (linhagem tumoral não metastática) e 4C11+ (linhagem 
tumoral metastática) (MOLOGNONI et al., in press). É importante destacar que 
melan-a (ma), 4C, 4C11- e 4C11+ mostraram diferença em relação à morfologia, 
taxa de proliferação, expressão gênica e expressão de miRNAs. Além disso, quando 
injetadas subcutaneamente em camundongos, somente as linhagens 4C11- e 
4C11+ foram capazes de gerar tumor, enquanto somente a linhagem 4C11+ foi 
capaz de desenvolver metástase e gerar tumores em locais distantes da região da 
inoculação celular. Este modelo tem se mostrado muito útil no estudo da progressão 
do melanoma, visto os resultados coincidentes com os achados de diferentes grupos 
de pesquisa, incluindo trabalhos com células humanas. Trabalhos anteriores de 
nosso grupo de pesquisa mostraram que o cultivo celular sob bloqueio de adesão 
resultou em um estresse microambiental para as células melan-a, com aumento dos 
níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS), que parecem regular a expressão 
das Dnmts e, portanto, a metilação do DNA (CAMPOS et al., 2007). A Figura 6, 
abaixo, sintetiza as principais etapas da progressão do melanoma no modelo acima 
descrito. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Modelo experimental de transformação maligna dos melanócitos in vitro. A figura 
sintetiza as principais etapas da transformação maligna após sucessivos ciclos de bloqueio de 
ancoragem. Melan-a melanocytes: melanócitos murinos não tumorigênicos; 1C: 1 ciclo de desadesão; 
2C: 2 ciclos de desadesão; 3C: 3 ciclos de desadesão; 4C: 4 ciclos de desadesão.  
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2. OBJETIVO 
 
 
Tendo em vista o recrutamento da maquinaria epigenética para sítios de 
quebras de dupla fita no DNA e baseado na importância das mudanças ocorridas na 
cromatina no estabelecimento das características neoplásicas, o objetivo geral 
desse trabalho foi identificar mudanças em marcas epigenéticas em histonas e 
avaliar alterações em componentes da maquinaria epigenética em melanócitos 
melan-a aderidos e em suspensão e ao longo da progressão maligna do melanoma 
in vitro.  
 
 
2.1. Objetivos específicos 
 
 
Os objetivos específicos desse trabalho foram: 
1- Identificar modificações em marcas de metilação e acetilação em 
histonas, tais como H3K4me2, H3K4me3, H3K9me, H3K9me3, H3K27me3 e 
H4K16ac, nas linhagens ma, 4C, 4C11- e 4C11+ e, também antes e após submissão 
dos melanócitos melan-a a bloqueio de adesão de 24h. 
2- Identificar a expressão de componentes da maquinaria epigenética, 
como EzH2, MeCP2 e Sirt1, nas linhagens ma, 4C, 4C11- e 4C11+ e também antes 
e após submissão dos melanócitos melan-a a bloqueio de adesão de 24h. 
3- Verificar possível interação entre Sirt1 e as DNA metiltransferases 
Dnmt1 e Dnmt3b antes e após submissão dos melanócitos melan-a a bloqueio de 
adesão de 24 horas por meio de ensaio de coimunoprecipitação de proteínas. 
4- Identificar a localização subcelular de H3K9me3 e Sirt1 nas linhagens 
ma, 4C, 4C11- e 4C11+ e também antes e após submissão dos melanócitos melan-a 
a bloqueio de adesão de 24h. 
5- Verificar possíveis seqüências genômicas diferencialmente associadas 
à Sirt1 antes e após submissão dos melanócitos melan-a a bloqueio de adesão de 
24 horas por meio de ensaio de Imunoprecipitação de Cromatina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
3.1. Material Biológico 
 
 
Os estudos foram realizados no modelo celular de progressão de melanoma 
in vitro, estabelecido por nosso grupo de pesquisa (OBA-SHINJO et al., 2006), como 
descrito anteriormente. O material biológico utilizado foram os melanócitos murinos 
melan-a (ma) e as linhagens dele derivadas após sucessivos bloqueios de adesão, 
sendo a linhagem 4C considerada pré-maligna, a 4C11-, tumorigênica não 
metastática, e a 4C11+, tumorigênica metastática. 
 
 
3.2. Cultivo das células 
 
 
As linhagens foram cultivadas em placa de cultura de 10cm de diâmetro 
(SarstedtAG & Co. – Nümbrecht, Alemanha) contendo 7 ml de meio RPMI (Roswell 
Park Memorial Institute; Gibco, Carisbad, CA), pH6.9, enriquecido com 5% de soro 
fetal bovino (SFB - meio R-5; Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) e, somente para o 
cultivo das células melan-a, foi acrescentado phorbol miristato acetato (PMA; Sigma-
Aldrich Co. – Missouri, EUA) 200nM. Todas as linhagens foram mantidas em estufa 
(NuAire Laboratory Equipment Supply. – Minnesota, EUA) a 37°C em uma atmosfera 
umidificada com 5% de CO2. 
  
 
3.3. Ciclo de impedimento de ancoragem 
 
 
A condição de estresse sustentado, que pode levar à transformação maligna 
dos melanócitos in vitro, é representada, em nosso modelo, pelo bloqueio de adesão 
de 96 horas. Assim, para analisar as primeiras etapas de início e progressão 
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tumoral, as primeiras modificações epigenéticas ocorridas foram verificadas após um 
bloqueio de adesão de 24 horas, quando a maioria das células ainda permanece 
viável. Para isso, melanócitos murinos não tumorigênicos melan-a (ma) (1,0 x 
105/ml) foram plaqueados em placa de cultura de 15 cm de diâmetro previamente 
revestida com uma fina camada de agarose 1% (Invitrogen – Califórnia, EUA), para 
o impedimento de adesão das células, e cultivados por 24 horas nas condições 
acima descritas, contendo 30 ml de meio R-5. Após esse período, foi preparado 
extrato protéico total das células.  
 
 
3.4. Extrato Protéico Total 
 
 
As células cultivadas sob condição aderente foram lavadas com tampão 
fosfato salino (PBS) (NaCl 137 mM, KCl 2,68 mM, Na2HPO4 8,03 mM e K2HPO4 1,46 
mM, pH 7,2) e retiradas da placa por tripsinização (0,2% de tripsina e 0,02% 
versene; Instituto Adolfo Lutz – São Paulo, Brasil) após atingir 80% de confluência. 
Em seguida, foram centrifugadas (Centrifuge 5804R/ Eppendorf do Brasil Ltda. – 
São Paulo, Brasil) a 2000rpm por 3 minutos e o sobrenadante foi descartado. O 
pellet foi lavado com 1 ml de PBS e novamente centrifugado a 2000 rpm por 3 
minutos. Após a eliminação do sobrenadante, as células foram, então, lisadas com 1 
ml de tampão RIPA (Tris pH7,4, 50mM; NaCl 50mM; NP40 1%; deoxicolato de sódio 
0,5%; SDS 0,1% e inibidores de proteases - 0,5mM fenilmetilsulfonil fluoride, 
10µg/ml de leupeptina, 10µg/ml de aprotinina e ortovonadato de sódio 1mM). 
Posteriormente, foram mantidas sob leve agitação a 4°C por 15 minutos e a 
concentração protéica foi determinada com o uso do reagente Bradford (Bio-Rad, 
Hercules, CA). O mesmo foi feito para a extração das células cultivadas em condição 
de desadesão de 24 horas, exceto pela tripsinização. 
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3.5. Dosagem Protéica 
 
 
A quantidade de proteínas dos extratos totais foi mensurada pelo método 
proposto por Bradford (1976). A curva padrão, feita a cada dosagem em tubos de 
1,5 ml, foi determinada com 0, 5, 10, 15 e 20 µl da proteína albumina de soro bovino 
(BSA; INLAB – São Paulo, Brasil) 1µg/µl e o volume de cada reação foi completado 
para 800 µl com NaCl 150mM. Para dosagem das amostras, 2µl de extrato protéico 
foram adicionados a 798µl de NaCl 150mM. Posteriormente, adicionou-se, a cada 
tubo, 200µl de reagente concentrado Bio-Rad protein assay dye (Bio-Rad 
Laboratories, Califórnia, EUA). Os valores de absorbância da curva padrão e da 
amostra de interesse, obtidos após a leitura em leitor de ELISA, foram plotados em 
um gráfico Absorbância (eixo y) X Concentração (eixo x) e, por meio da equação 
linear da reta, y=ax+b, o valor da concentração do extrato protéico foi determinado. 
Para tal, utilizou-se o software Graph Pad Prism, versão 5.0 (para Windows). 
 
 
3.6. Western blotting 
 
 
O método foi utilizado para comparar os níveis dos componentes da 
maquinaria epigenética analisados entre as linhagens ma, 4C, 4C11- e 4C11+ e 
também após o bloqueio de ancoragem dos melanocitos por 24 horas. Iguais 
quantidades de proteína (30µg de proteína total) de cada amostra foram separadas 
por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10 ou 12%, em tampão de corrida (Tris 
base 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, e SDS 0,1 %), sob tensão de 30Å por gel, e as 
bandas protéicas foram transferidas para membrana de polyvinylidine fluoride (Bio-
Rad Laboratories – Califórna, EUA), em tampão de transferência (metanol 20%, Tris 
base 25 mM e glicina 192 mM) sob tensão de 100V por aproximadamente 1 hora. 
Cada membrana foi bloqueada por 1h sob agitação a temperatura ambiente, em 5% 
de leite em pó desnatado ou 5% de albumina de soro bovino (BSA - INLAB – São 
Paulo, Brasil), dissolvido em TBS-Tween (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM, e 
Tween-20 0,02%) e, posteriormente, foi incubada com anticorpos primários 
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específicos overnight sob agitação a 4°C, seguindo recomendações do fabricante. 
Os anticorpos primários utilizados foram anti-H3K4me2 (Cell Signaling/ Cat. 9725), 
anti-H3K4me3 (Millipore/ Cat. 17-614), anti-H3K9pan-me (Cell Signaling/ Cat. 4069), 
anti- H3K9me3 (Abcam/ Cat. ab8898), anti-H3K27me3 (Upstate/ Cat. 07-449), anti-
H3ac (Millipore/ Cat. 07-329), anti-H3 total (Cell Signaling/ Cat. 9715), anti-EzH2 
(Cell Signaling/ Cat. 4905), anti-DNMT1 (IMGENEX/ Cat. IMG-261A), anti-DNMT3b 
(IMGENEX/ Cat. IMG-184A) e anti-Sirt1 (Millipore/ Cat. 07-131). Posteriormente, as 
membranas foram lavadas com TBS-Tween e incubadas com os respectivos 
anticorpos secundários (anti-rabbit IgG (KPL), anti-mouse IgG (KPL) ou anti-goat IgG 
(KPL) conjugados à peroxidase). Após 1 hora de incubação, as membranas foram 
novamente lavadas com TBS-Tween e reveladas com o uso de reagente de 
detecção de quimioluminescência (SuperSignal West Pico Chemiluminescent 
Substrate / Pierce Chemical – Illinois, EUA) por meio do equipamento LAS-4000 
(Fujifilm) e visualizadas por meio do software Fujifilm Multi Galge 3.1. 
As membranas foram lavadas com TBS-Tween e submetidas à incubação por 
1 h com Stripping Buffer (β-mercaptoetanol 100mM, 2% de SDS, Tris HCl pH 6,7 
62,5mM) para serem reutilizadas com o controle endógeno. Posteriormente, foram 
lavadas com H2O destilada e bloqueadas em 5% de leite em pó desnatado. Em 
seguida, foram incubadas com os anticorpos primários, usados como controles 
endógenos, ERK (Santa Cruz/ Cat. sc-94) ou Actina (Santa Cruz/ Cat. SC-1616) e 
seguiu-se como acima descrito.  
Para a detecção da intensidade de cada banda visualizada, foi utilizado o 
programa Image Processing and Analysis in Java, ImageJ 1.38b (Wayne Rasband, 
National Institute of Health, EUA, http://rsb.info.nih.gov/ij/), Posteriormente, os 
valores da razão entre os valores da expressão da proteína e do controle endógeno 
foram plotados em um gráfico por meio do programa Graph Pad Prism 5.0. 
Para avaliar o tamanho das proteínas de interesse, foi utilizado o padrão de 
peso Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad Laboratories – Califórnia, EUA) 
em paralelo às amostras. 
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3.7. Coimunoprecipitação de Proteínas (IP) 
 
 
O ensaio foi realizado para determinar a possível interação entre Sirt1 e DNA 
metiltransferases Dnmt1 e Dnmt3b. Os extratos protéicos totais (1mg) (INPUT) de 
melanócitos melan-a cultivados sob condições aderentes e em suspensão por 24 
horas foram incubados com 5µg de anticorpo anti-Sirt1 a 4°C, overnight, sob 
agitação. Decorrido o tempo, aos extratos adicionou-se 100µl de proteína G-
agarose, e estes novamente foram mantidos sob agitação a 4°C, overnight. 
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos e os 
sobrenadantes, guardados como controle negativo da imunoprecipitação. Os pellets 
foram lavados uma vez com tampão Tris-base 10 mM pH 8,0 e Triton X-100 0,1%; 
NaCl 0,15 M e uma vez com tampão Tris 10mM pH 6,8. Os sobrenadantes foram 
dispensados e os pellets, ressuspensos em tampão de amostra de proteína e 
fervidos a 95°C por 5 minutos. Por fim, as amostras foram separadas em gel de 
acrilamida, por meio de Western blotting, conforme descrito no item 4.6, e incubadas 
com os anticorpos primários de interesse (anti-Sirt1, como controle positivo, anti-
Dnmt1, anti-Dnmt3b e anti-Ezh2), seguindo recomendações da bula. 
 
 
3.8. Imunofluorescência Indireta 
 
 
A imunofluorescência indireta foi utilizada para visualização da localização 
subcelular dos componentes epigenéticos de interesse nas linhagens estudadas. As 
diferentes linhagens celulares (melanócitos melan-a submetidos ou não a condição 
de desadesão de 24 horas, 4C, 4C11- e 4C11+) foram cultivadas em meio RPMI 
com 5% de soro, sobre uma lamínula em placa de 24 poços (Sarstedt AG & Co. – 
Nümbrecht, Alemanha), sendo 5x105 células/poço, até atingirem sub-confluência, e 
fixadas com metanol ou paraformaldeído 4% (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) 
em PBS por uma hora. As células foram, então, lavadas com PBS e permeabilizadas 
com 0,3% Triton X-100 (Amresco – Ohio, EUA) em PBS por 10 minutos. 
Posteriormente, as células foram bloqueadas com 1% BSA e incubadas overnight, 
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em meio úmido, com anticorpo primário anti-Sirt1, anti-MeCP2 ou anti-H3K9me3, 
seguindo recomendações do fabricante. Os anticorpos primários foram detectados 
com o anticorpo secundário Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (KPL). Por fim, após a 
preparação das lâminas, as células foram visualizadas em microscópio invertido de 
imunofluorecência (Olympus CK40/ Olympus Singapore) por meio do Image Pro Plus 
software (Media Cybernetics, Inc., Bethesda, MD). 
 
 
3.9. Imunoprecipitação de Cromatina (ChIP) 
 
 
O ensaio foi realizado para determinar possíveis interações entre sequências 
de DNA e a proteína Sirt1. As placas contendo melanócitos melan-a, aderidos em 
meio RPMI 5%, foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeído por 15 minutos. 
Posteriormente, o meio foi removido e as placas foram novamente lavadas com 
PBS. Então, as células foram retiradas das placas com auxílio de cell scraper e 
centrifugadas à 2500rpm por 5min a 4°C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 
descartado e o pellet, suspenso em Lysis buffer (1% de SDS, 10 mM de EDTA e 50 
mM de Tris HCl pH 8) e deixado em repouso por 10minutos a 4ºC. Posteriormente, 
as células foram sonicadas 15 segundos na frequência de 30% e centrifugadas a 
13000 rpm, por 10min, a 4°C. Aos sobrenadantes, foi adicionado ChIP dilution buffer 
(0,01% de SDS, 1,1% de Triton X-100, 1,2 mM de EDTA, 16,7 mM de Tris HCl pH 8, 
167 mM de NaCl, 1 μg/μl de leupeptina, pepstatina e aprotinina e 10 mM de PMSF ) 
com -agarose com 
esperma de salmão (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc. - Maryland, EUA) 
por ml. Posteriormente, as amostras ficaram sob agitação a 4ºC por 1h. Após esse 
período, as amostras foram centrifugadas por 3min, a 3000rpm e 4°C e incubadas 
com anticorpo anti-Sirt1 (Millipore) overnight a 4ºC, conforme recomendações do 
fabricante. Decorrido o tempo, às amostras, adicionou-se proteína G-agarose com 
esperma de salmão por 2h a 4ºC e, então elas foram centrifugadas à 14000rpm por 
1min a 4°C. Em seguida, o pellet foi lavado com tampões de lavagem e os 
substratos de interesse foram eluídos dos pellets com Elution buffer (8,4 mg/μl de 
NaHCO3 (Sigma-Aldrich Co. – Missouri, EUA) e 1% de SDS). Os substratos foram 
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incubados a 65ºC por 4 horas, a 55°C por 1 hora e overnight a 37°C. 
Posteriormente, foram feitas as extrações de DNA (item 3.10). Os mesmos 
procedimentos foram realizados para melanócitos melan-a submetidos ao processo 
de desadesão de 24 horas, exceto a raspagem das células com cell scraper. Após o 
ensaio de ChiP, As amostras foram dosadas e analisadas por PCR quantitativa em 
tempo real (Real Time) para verificar a viabilidade do experimento (item 3.11). 
Posteriormente, realizou-se PCR com diferentes combinações de primers 
randômicos para amplificação dos fragmentos e os produtos finais do PCR foram 
separados em gel de agarose 2% (item 3.12). As reações de PCR, separadas em 
gel de agarose, que apresentaram bandas diferencialmente expressas após 
bloqueio de adesão de 24horas, foram repetidas e o produto final do PCR foi 
separado em gel denaturante de uréia (uréia, acrilamida, bisacrilamida, TBE, APS 
10% e TEMED), a 60W. O gel foi corado com nitrato de prata (item 3.13) e as 
bandas diferencialmente associadas à Sirt1, nos melanócitos melan-a aderidos e 
desaderidos, foram recortadas do gel, submetidas a uma nova reação de PCR para 
amplificação das sequências, posteriormente separadas em gel de agarose 2% e 
preparadas para reação de seqüenciamento, para, por fim, desvendar as sequências 
diferencialmente associadas a esta proteína nestas duas condições.  
 
 
3.10. Extração de DNA 
 
 
A extração do DNA foi feita pelo método de fenol/clorofórmio. Adicionou-se 
fenol/clorofórmio (1:1) às amostras, na proporção 1:1. A solução foi misturada por 
inversão por aproximadamente 5 minutos e, então, centrifugada a 10.000 rpm por 10 
minutos a 4°C. À 500µl da fase aquosa superior, foram adicionados 1µl de 
glicogênio (20mg/ml) e 1ml de etanol 100% gelado. Deixou-se precipitar por 50 
minutos a -70°C e, posteriormente, centrifugou-se a 10.000 rpm por 5 minutos. Em 
seguida, as amostras foram lavadas com 300µl de etanol 70% e centrifugadas a 
10.000 rpm por 10 minutos. Ao pellet foi adicionado 100µl de água Milli-Q livre de 
contaminantes. As amostras foram armazenadas a -20°C. 
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3.11. PCR quantitativa em tempo real (Real Time) 
 
 
A metodologia permite a amplificação, detecção e amplificação em uma única 
etapa. As soluções para o Real Time foram preparadas com 20µl de solução 
contendo 1ng de amostra de DNA, 7,5 µl de tampão mix contendo a enzima 
polimerase (TaqMan Universal PCR Master Mix / Applied Biosystems Life 
Technologies Corporation – Califórnia, EUA), primer foward 5µM, primer reverse 
5µM e H2O Milli-Q. Posteriormente, foram submetidas à variação de temperatura 
(95°C por 3 minutos e 40 ciclos de 95°C por 3 segundos e 60°C por 10 segundos). 
 
 
3.12. PCR  
 
 
As soluções para o PCR foram preparadas com 15µl de solução contendo 
10ng de amostra de DNA, 1µl de primer foward 5µM, 1µl de primer reverse 5µM, 
1,2µl MgCl2 (25mM), 0,5µl de dNTP, 0,125µl de Taq polimerase (0,5U; Fermentas) e 
H2O MilliQ. As soluções foram submetidas à denaturação a 95°C por 5 minutos, 35 
ciclos de denaturação a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos 
e extensão a 72°C por 30 segundos, seguidos por elongação a 72°C por 7 minutos e 
HOLD a 4°C. Em seguida os produtos do PCR foram separados em gel de agarose 
2%. 
 
 
3.13. Coloração por Nitrato de Prata 
 
 
O gel denaturante de uréia foi fixado com Solução Fixadora (Ácido acético 0,5% e 
etanol absoluto 10%) sob agitação por 10 minutos. Posteriormente, adicionou-se 
AgNO3 0,2% e deixou-se sob agitação por 6 minutos. Decorrido o tempo, a solução 
foi removida e lavada com água destilada. Adicionou-se NaOH 3% e Formaldeído 
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0,2%. Após o aparecimento das bandas, removeu-se a solução e o gel foi mantido 
em Solução Fixadora por 3 minutos.  
 
 
4. RESULTADOS 
 
 
PARTE I – ALTERAÇÕES EM MARCAS EPIGENÉTICAS AO LONGO DA 
GÊNESE DO MELANOMA 
 
 
4.3. Redução da expressão de MeCP2 durante a gênese do melanoma 
 
 
Adicionalmente às marcas de histonas, e há longa data conhecida, a metilação 
do DNA é essencial para o bom funcionamento de vários processos vitais no 
organismo. No entanto, quando desestabilizada, a metilação pode levar ao 
silenciamento de genes supressores tumorais e à perda de repressão de elementos 
transponíveis e, conseqüentemente, colaborar com a organização de um novo 
ambiente favorável ao desenvolvimento tumoral. Resultados anteriores de nosso 
grupo de pesquisa mostraram hipometilação global do DNA ao longo da 
transformação maligna em nosso modelo (MOLOGNONI et al., 2011). Portanto, 
sabendo-se que MeCP2 se liga especificamente a regiões metiladas do DNA, 
verificamos se haveria modificação desse componente epigenético ao longo da 
progressão maligna. Assim, objetivamos analisar, por meio de Western blot, 
possíveis alterações na expressão de MeCP2 ao longo da progressão maligna in 
vitro. Os resultados mostraram diminuição significativa na expressão de MeCP2 já 
na linhagem pré-maligna 4C, sendo que esta redução na expressão se manteve até 
o estado tumoral metastático, representado pela linhagem 4C11+ (Figura 7). 
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Figura 7. Redução da expressão de MeCP2 ao longo da gênese do melanoma. A expressão de 
MeCP2 foi avaliada, por Western blot, nas diferentes linhagens que representam a progressão 
neoplásica in vitro. Como controle de loading dos extratos protéicos, foi utilizado a expressão de ERK 
total. O gráfico é representado pela média mais desvio padrão da razão entre MeCP2 e ERK de 
quatro experimentos distintos. Para análise estatística, foi utilizado ANOVA com post-hoc test de 
Tukey. A significância foi estabelecida como p<0,05. Ma: linhagem não tumorigênica de melanócitos 
melan-a; 4C: linhagem pré-maligna, 4C11-: linhagem tumoral não metastática, 4C11+: linhagem 
tumoral metastática; **p<0.01, ***p<0.001. 
 
 
4.4. Alterações em marcas epigenéticas de ativação ou repressão gênica ao 
longo da gênese do melanoma 
 
 
Embora a expressão gênica aberrante resultante da metilação do DNA seja 
conhecida há vários anos, alterações genômicas resultantes de modificações em 
histonas têm se tornado mais evidentes apenas nesta última década, Várias marcas 
em histonas têm sido implicadas como fatores diagnósticos e prognósticos do 
melanoma (RICHARDS & MEDRANO, 2008), embora ainda pouco se saiba acerca 
de modificações epigenéticas em histonas neste tipo de tumor. As alterações 
epigenéticas em histonas, tais como metilação e acetilação de lisinas, englobam 
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marcas de ativação e de repressão gênica, dependendo do resíduo modificado, 
podendo ocorrer marcas bivalentes, que parecem conferir plasticidade às células-
tronco. Dois mecanismos globais de regulação gênica, a metilação do DNA e a 
deacetilação de histonas podem estar ligados por meio de MeCP2 (NAN et al., 
1998). Assim, visto a participação de MeCP2 no recrutamento de HDACs para 
regiões metiladas do DNA e também nossos resultados anteriores de hipometilação 
global seguida por diminuição nos níveis de MeCP2 durante a progressão maligna 
dos melanócitos in vitro, analisamos se haveria também alterações em marcas de 
histonas ao longo desse processo. 
Durante a progressão maligna dos melanócitos, observou-se aumento dos 
níveis das marcas H3K4me2 e H3K27me3 (Figura 8A e 8F, respectivamente) na 
linhagem pré-tumoral e nas linhagens tumorais em relação aos melanócitos melan-a 
e aumento dos níveis de H4K16ac (Figura 8C) apenas nas linhagens tumorais. 
Também houve maior intensidade das marcas H3K4me3 e H3K9me3 (Figura 8B e 
8E, respectivamente) nas linhagens intermediárias, 4C e 4C11-, com ligeira 
diminuição na linhagem tumoral metastática 4C11+. Por outro lado, os níveis da 
marca H3K9me (Figura 8D) aparentemente diminuem ao longo da transformação, 
com ligeira diminuição na 4C11+ comparada aos melanócitos melan-a. 
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Figura 8. Análise de marcas em histonas durante a gênese do melanoma. Algumas marcas em 
histonas foram analisadas, por Western blot, nas linhagens que representam diferentes fases da 
gênese do melanoma: a marca H3K4me2, que pode representar tanto ativação, como repressão 
gênica (A, D); as marcas de ativação H3K4me3 (B, E) e H4K16ac (C, F) e as marcas de repressão 
H3K9me3 (H, K), H3K9me (G, J) e H3K27me3 (I, L). Como controles de loading dos extratos 
protéicos, foram -actina. Os gráficos A, B e C 
representam a média da razão entre as marcas de histona e o controle interno utilizado de pelo 
menos três experimentos distintos. Os gráficos D, E e F são representativos de, pelo menos, três 
experimentos distintos. A análise estatística foi feita pelo teste ANOVA, com post test de Tukey. A 
significância foi estabelecida como p<0,05. Ma: linhagem não tumorigênica de melanócitos melan-a; 
4C: linhagem pré-maligna, 4C11-: linhagem tumoral não metastática, 4C11+: linhagem tumoral 
metastática ; *p<0.05. 
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4.5. Alterações em componentes da maquinaria de modificação de histonas 
ao longo da transformação maligna dos melanócitos 
  
 
Alguns componentes da maquinaria epigenética tem papel crucial no 
estabelecimento de marcas aberrantes em histonas, como EzH2, chave na 
transferência de radicais metila (CH3) à H3K27, e Sirt1, que atua como desacetilase, 
tendo como um de seus alvos a H4K16ac. Estas proteínas estão presentes em 
alguns tumores e têm sido relacionadas ao estabelecimento de características 
neoplásicas. Assim, visto o aumento progressivo da trimetilação de H3K27 e o 
aumento de H4K16ac somente nas linhagens tumorais 4C11- e 4C11+, analisamos 
se esse aumento seria acompanhado pela alteração nos níveis de EzH2 e Sirt1, 
respectivamente.  
Para tanto, a expressão de ambas as enzimas foi verificada, por meio de 
Western blot, durante a gênese do melanoma in vitro. Durante a progressão 
neoplásica, observou-se aumento na expressão da enzima EzH2 nas linhagens 
intermediárias, especialmente no melanoma não metastático 4C11-, com diminuição 
no melanoma metastático 4C11+ (Figura 9A). O mesmo foi verificado para Sirt1, 
onde a diferença de expressão foi ainda mais significativa nas linhagens 
intermediárias, com maior aumento em 4C11- e retorno ao padrão de expressão 
relativa aos melanócitos melan-a no melanoma metastático 4C11+ (Figura 9B). 
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Figura 9. Variação na expressão de EzH2 e Sirt1 ao longo da gênese do melanoma. Avaliou-se a 
expressão de EzH2 (A)  e Sirt1(B) durante a progressão neoplásica dos melanócitos melan-a Como 
controle de loading dos extratos protéicos foi utilizado a expressão de ERK total. Os gráficos A e B 
representam a média da razão entre a expressão de EzH2 e Sirt1 e os respectivos controles internos 
ERK de pelo menos três experimentos distintos. A análise estatística foi feita por ANOVA com post 
test de Tukey (em B). A significância foi estabelecida como p<0,05. ma: linhagem não tumorigênica 
de melanócitos melan-a; d24h: linhagem não tumorigênica de melanócitos melan-a submetida a um 
bloqueio de ancoragem por 24 horas; 4C: linhagem pré-maligna, 4C11-: linhagem tumoral não 
metastática, 4C11+: linhagem tumoral metastática, *p<0.05, ***p<0.001. 
 
 
PARTE II - ALTERAÇÕES EM MARCAS EPIGENÉTICAS APÓS BLOQUEIO DE 
ANCORAGEM DE 24 HORAS 
 
 
4.6. Alterações em marcas epigenéticas de ativação ou repressão gênica 
após bloqueio de adesão de 24 horas 
 
 
Foi demonstrado que a transformação maligna de melanócitos está associada 
a alterações epigenéticas causadas após situação de estresse sustentado, 
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representada, em nosso modelo, por sucessivos bloqueios de adesão célula-
substrato (OBA-SHINJO et al., 2008). Assim, os primeiros mecanismos que levam a 
aquisição do fenótipo maligno poderiam ser melhor compreendidos a partir das 
transformações ocorridas após as primeiras horas de bloqueio de adesão. Após 
quebra de dupla fita, diversos estudos indicam o recrutamento de proteínas e 
marcas associadas ao silenciamento gênico para região de dano do DNA. Estudos 
anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram quebra de dupla fita já após o 
bloqueio de adesão de 3 horas (Karina Miranda Santiago, dados não publicados). 
Além disso, após 24 horas de bloqueio de ancoragem, ocorre aumento de metilação 
global do DNA e este aumento seria modulado pelo aumento de estresse oxidativo 
(CAMPOS et al., 2007).  
Dessa forma, buscamos avaliar se haveria também alterações em padrões de 
metilação e acetilação em histonas após bloqueio de ancoragem dos melanócitos, o 
que representa as primeiras etapas de transformação neoplásica. A expressão das 
marcas de ativação H3K4me3 e H4K16ac, das marcas de silenciamento H3K9me3, 
H3K9me e H3K27me3, e da marca ambígua H3K4me2, que pode agir como 
ativadora ou repressora, dependendo do contexto em que se insere, foram 
analisadas por meio de Western blotting. Como podemos observar na Figura 10, 
verificou-se aumento dos níveis das marcas H3K4me2, H3K4me3 e H3K9me3 e, em 
contrapartida, um aparente decréscimo dos níveis de H4K16ac, H3K9me e 
H3K27me3 após o bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a por 24 horas.  
Juntos, os resultados obtidos sugerem que reprogramação epigenética no 
código de histonas, ocorrida desde as primeiras etapas de transformação 
neoplásica, podem colaborar com o estabelecimento de características malignas ao 
longo da progressão do melanoma in vitro. 
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Figura 10. Análise de marcas epigenéticas em histonas após o bloqueio de ancoragem dos 
melanócitos melan-a por 24 horas. Algumas marcas em histonas foram analisadas, por Western 
blot, antes e após o bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a por 24 horas: a marca 
H3K4me2, que pode representar tanto ativação, como repressão gênica (A); as marcas de ativação 
H3K4me3 (B) e H4K16ac (C) e as marcas de repressão H3K9me3 (D), H3K9me (E) e H3K27me3 (F). 
Como controle do loading dos extratos protéicos, foi utilizado a expressão de ERK. Os gráficos B, C e 
D representam a média da razão entre as marcas de histona e o controle interno utilizado de pelo 
menos três experimentos distintos. Os gráficos A, E e F são representativos de, pelo menos, três 
experimentos distintos. O T-test foi utilizado para análise estatística. A significância foi estabelecida 
como p<0,05. Ma: linhagem de melanócitos não tumorigênicos melan-a; d24h: linhagem de 
melanócitos não tumorigênicos melan-a submetida a um bloqueio de ancoragem por 24 horas; 
*p<0.05; **p<0.01. 
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4.7. Alterações em componentes da maquinaria de modificação de histonas 
após bloqueio de adesão de 24 horas 
 
 
Induzindo-se uma quebra de dupla fita em um promotor exógeno de E-
caderina, O’Hagan e colaboradores (2008) demonstraram que EzH2 e Sirt1 são 
atraídas para região de dano do DNA e que o recrutamento de Dnmt1 e de Dnmt3b 
é dependente de Sirt1. Vale ressaltar que EzH2 e Sirt1 são componentes da 
maquinaria epigenética envolvida com alterações em histonas. Dessa forma, como 
há quebra de dupla fita e alterações em histonas após o bloqueio de adesão, foi 
analisado possíveis alterações nos níveis de EzH2 e de Sirt1 antes e após 
submissão dos melanócitos murinos melan-a a um bloqueio de adesão de 24 horas 
e, interessantemente, verificou-se aumento significativo da expressão de EzH2 
(Figura 11A) e também de Sirt1 (Figura 11B). 
 
Figura 11. Variação na expressão de EzH2 e de Sirt1 após bloqueio de ancoragem. Avaliou-se a 
expressão de EzH2(A) e de Sirt1(B) nos melanócitos melan-a antes e após 24 horas de bloqueio de 
ancoragem. Como controle de loading dos extratos protéicos foi utilizado a expressão de ERK total. O 
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gráficos A é representativo de pelo menos 3 experimentos distintos e o B representa a média da 
razão entre a expressão de Sirt1 e o controle interno ERK de pelo menos três experimentos distintos. 
A análise estatística foi feita pelo Teste T. A significância foi estabelecida como p<0,05. ma: linhagem 
não tumorigênica de melanócitos melan-a; d24h: linhagem não tumorigênica de melanócitos melan-a 
submetida a um bloqueio de ancoragem por 24 horas. *p<0.05. 
 
 
4.8.  Interação protéica entre Sirt1 e Dnmt1 e entre Sirt1 e Dnmt3b  
 
 
Visto que o recrutamento de Dnmt1 e Dnmt3b para região de dano do DNA é 
dependente de Sirt1, embora O’Hagan e colaboradores não tenham mostrado se o 
recrutamento de Dnmt3b se faz de forma direta ou indireta (O’Hagan 2008), e tendo 
em vista os resultados obtidos no presente trabalho em relação ao aumento de 
expressão de Sirt1 após a situação de estresse, representada em nosso modelo 
pelo bloqueio de ancoragem, o próximo passo de nossa investigação foi analisar a 
possível interação de Sirt1 com Dnmt1 e/ou Dnmt3b antes e após o impedimento de 
ancoragem dos melanócitos melan-a por 24 horas.  
Para tanto, foi realizado ensaio de coimunoprecipitação de proteínas (IP), 
onde uma fração de extrato protéico total da linhagem melan-a, antes e após o 
bloqueio de ancoragem por 24 horas, foi imunoprecipitada com anticorpo anti-Sirt1, 
posteriormente separada em gel de poliacrilamida e, então, incubada com anticorpos 
anti-Dnmt1 ou anti-DNMT3b. Os resultados obtidos indicam interação entre Sirt1 e 
Dnmt1 antes e após o bloqueio de ancoragem (Figura 12A). Em contrapartida, 
curiosamente, a interação entre Sirt1 e Dnmt3b foi observada somente após o 
bloqueio de adesão de 24 horas (Figura 12B). 
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Figura 12. Associação de Sirt1 com Dnmt1 e Dnmt3b antes e após bloqueio de ancoragem dos 
melanócitos melan-a por 24 horas. Foram realizadas imunoprecipitações (IP) para analisar possível 
interação de Sirt1 com Dnmt1 (A) e/ou Dnmt3b (B) antes e após impedimento de ancoragem dos 
melanócitos melan-a por 24horas. As figuras são representativas de dois experimentos distintos. Os 
controles positivos dos extratos protéicos estão à esquerda de cada IP. ma: melanócitos murinos 
melan-a não tumorigênicos; ma d24h: melanócitos murinos melan-a submetidos a um bloqueio de 
ancoragem por 24 horas; INPUT: controle positivo da imunoprecipitação. 
 
 
4.9. Alterações na localização subcelular de componentes da maquinaria 
epigenética ao longo da gênese do melanoma 
 
 
Visto as alterações em componentes da maquinaria epigenética envolvidos 
em modificações de histonas e na regulação do estado transcricional, acima 
representados, teve-se por fim avaliar a localização da marca H3K9me3 e de Sirt1 
nas primeiras etapas e ao longo da transformação neoplásica. Para isso, realizou-se 
ensaio de imunofluorescência indireta, onde a proteína pôde ser visualizada em 
verde. A marcação com DAPI foi utilizada para visualização do núcleo em azul. 
Ao analisar H3K9me3, pode-se observar, em todas as linhagens, uma alta 
concentração desta marca no núcleo da célula (Figura 13). Nas linhagens melan-a 
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aderida e melan-a em suspensão por 24 horas, a proteína Sirt1, por sua vez, 
apresenta-se com maior intensidade em pontos concentrados próximos ao núcleo e 
com intensidade ligeiramente menor no espaço nuclear. Na linhagem 4C, estes 
pontos também são visualizados no núcleo, sendo que na linhagem 4C11- a 
intensidade de marcação é semelhante no núcleo e no citoplasma e na 4C11+ há 
intensidade ligeiramente maior no núcleo (Figura 14). 
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Figura 13. Localização de H3K9me3 ao longo da gênese do melanoma. A marca em histona 
H3K9me3 foi analisada ao longo da progressão do melanoma. Ma: linhagem não tumorigênica de 
melanócitos melan-a; ma D24h: linhagem de melanócitos não tumorigênicos melan-a submetida a 
bloqueio de ancoragem por 24 horas; 4C: linhagem pré-maligna de melanócitos, 4C11-: linhagem de 
melanoma não metastático, 4C11+: linhagem de melanoma metastático; ph: aquisição da imagem 
natural da célula; g300: aquisição da intensidade da proteína no comprimento de 300mm para 
captação da luz verde; Controle Negativo: células não incubadas com anticorpo H3K9me3. 
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Figura 14. Localização subcelular de Sirt1 ao longo da gênese do melanoma. Sirt1 foi analisada 
ao longo da progressão do melanoma. Ma: linhagem não tumorigênica de melanócitos melan-a; ma 
D24h: linhagem de melanócitos não tumorigênicos melan-a submetida a bloqueio de ancoragem por 
24 horas; 4C: linhagem pré-maligna de melanócitos, 4C11-: linhagem de melanoma não metastático, 
4C11+: linhagem de melanoma metastático; ph: aquisição da imagem natural da célula; g300: 
aquisição da intensidade da proteína no comprimento de 300mm para captação da luz verde; 
Controle Negativo: células não incubadas com anticorpo Sirt1. 
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4.10. Sequências gênicas diferencialmente associadas à Sirt1 antes e após 
bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a por 24h. 
 
 
Oberdoerffer e colaboradores (2008) demonstraram que, ao ser atraída para 
região de quebra de dupla fita, Sirt1 se dissocia de sequências onde participava na 
manutenção do silenciamento, e passa a se associar a novas sequências na região 
do dano. Apoiados ainda na hipótese de participação de Sirt1 no estabelecimento de 
marcas epigenéticas aberrantes associadas à situação de estresse sustentado 
(bloqueios de ancoragem), verificou-se se seqüências gênicas ligadas à Sirt1 
estariam diferencialmente expressas após o bloqueio de ancoragem de 24 horas. 
Para isso, foi realizado o ensaio de Imunoprecipitação de Cromatina (ChIP), que 
permitiu avaliar interação entre a proteína Sirt1 e seqüências genômicas a ela 
ligadas. Após a separação das sequências de DNA imunoprecipitadas em gel 
denaturante de uréia, verificou-se que algumas seqüências apresentaram-se 
diferencialmente associadas à Sirt1 após o bloqueio de ancoragem por 24 horas 
(Figura 15). As bandas relativas a estas seqüências foram recortadas do gel, 
purificadas e serão submetidas à reação de seqüenciamento para determinar a que 
fragmento do DNA elas correspondem. 
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Figura 15. Sequências gênicas diferencialmente associadas à Sirt1 após bloqueio de 
ancoragem dos melanócitos melan-a por 24 horas. As setas indicam a sequência com maior 
intensidade de expressão. ma: melanócitos murinos melan-a não tumorigênicos; d24h: melanócitos 
murinos melan-a submetidos a um bloqueio de ancoragem por 24 horas. 
 
 
5.  DISCUSSÃO 
 
 
Reconhecer a importância da epigenética na regulação do desenvolvimento 
normal dos organismos é também afirmá-la como fator limítrofe entre o estado 
saudável e a enfermidade. Diversos trabalhos relacionam a desregulação 
epigenética com o desenvolvimento de diferentes malignidades, sendo bastante 
reconhecida sua presença no desenvolvimento neoplásico. Dessa forma, vários 
reguladores moleculares do contexto epigenético são potenciais alvos eficazes em 
terapias para uma variedade de neoplasias malignas. Em particular, a inibição de 
Dnmts e HDACs tem sido aprovada para o tratamento de alguns tipos de tumor 
(KELLY et al., 2010). Anormalidades epigenéticas em câncer abrangem uma série 
de modificações, que incluem principalmente perda global e ganho regional de 
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metilação do DNA e alterações em histonas, e podem ser desencadeadas a partir de 
alterações no microambiente celular, por exemplo, após submissão das células a um 
fator de estresse.  
Trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa revelaram a possibilidade 
de aquisição de fenótipo maligno após a submissão de melanócitos murinos não 
tumorigênicos melan-a (ma) a uma situação de estresse sustentado (bloqueio de 
ancoragem), caracterizado por aumento na produção de espécies reativas de 
oxigênio (OBA-SHINJO et al., 2006; CAMPOS et al., 2007). O’Hagan e 
colaboradores (2008) propuseram que quebras de dupla fita de DNA, ocorridas no 
promotor do gene E-caderina, poderiam iniciar o silenciamento epigenético nestas 
células e este silenciamento, por sua vez, poderia contribuir com o risco de 
desenvolvimento tumoral (O’HAGAN et al., 2008). Dessa forma, para o estudo de 
alterações em marcas de histonas e em componentes da maquinaria epigenética 
envolvidas em situações de estresse sustentado e durante o processo neoplásico, 
no presente trabalho fizemos uso do modelo de progressão maligna de melanoma in 
vitro, onde a linhagem melan-a corresponde a melanócitos murinos não 
tumorigênicos, a linhagem 4C a melanócitos pré-malignos, a linhagem 4C11- a 
células de melanoma não metastático e a 4C11+, células de melanoma metastático. 
A quebra de dupla fita de DNA representa uma das formas mais desafiantes 
de dano ao DNA que, se não reparada, pode levar à morte celular e contribuir para o 
desenvolvimento de doenças humanas, entre elas, o câncer (JACKSON & BARTEK, 
2009). Em resposta a esta quebra, células eucarióticas desenvolveram vias 
elaboradas capazes de detectar o dano e recrutar fatores de reparo para o local, 
ativar checkpoints para parar a progressão do ciclo celular e, finalmente, reparar o 
DNA danificado. Além de exercer efeitos profundos sobre o processo de transcrição, 
a estrutura da cromatina influencia o reconhecimento do dano de DNA, a sinalização 
e o reparo (DOWNS et al., 2007; GROTH et al., 2007).  
 
 
5.1. Modificações em marcas de histonas 
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Como a quebra de dupla fita ocorre na cromatina, a execução da resposta é 
parcialmente orquestrada por meio de modificações em histonas, que incluem 
adição ou remoção de grupos químicos que modificam a estrutura da cromatina e/ou 
atraem fatores envolvidos na resposta ao dano e, portanto, são particularmente 
importantes nas fases iniciais da resposta ao dano do DNA (CHUBB et al., 2010). 
Além de regular a compactação da cromatina, nucleossomos modificados podem 
prover diferentes locais para ligação de proteínas reguladoras e, com isso, modular 
o estado de expressão gênica sem alterar a seqüência do DNA. Em geral a 
acetilação nas lisinas das histonas H3 e H4 levam ao estado aberto e ativo da 
cromatina de regiões regulatórias, o que permite a ligação de fatores de transcrição. 
A deacetilação remove a carga acetil neutralizante e induz a condensação da 
cromatina e a inativação gênica (ALBERT & HELIN, 2010). 
Dados prévios de nosso grupo de pesquisa mostraram a ocorrência de 
quebras de dupla fita do DNA após bloqueio de ancoragem (Karina Miranda 
Santiago, dados não publicados). Miller e colaboradores sugeriram que, após a 
quebra de dupla fita, ocorra aumento de histona desacetilases (HDACs), com rápida 
deacetilação de histonas, em sítios como H4K16, seguida por acetilação, o que leva 
a cromatina a um estado mais aberto, aumentando a recombinação homóloga 
(MILLER et al., 2010). Condizente com esta hipótese, nossos resultados 
demonstraram uma tendência à diminuição da acetilação em H4K16 após 
submissão da linhagem melan-a ao bloqueio de ancoragem por 24 horas (Figura 
10C) e na linhagem pré-maligna (4C), seguida, em momentos posteriores da 
transformação maligna, por aumento da acetilação de H4K16 na linhagem tumoral 
não metastática (4C11-) e metastática (4C11+) (Figura 8 C e F). De fato, a redução 
global da monoacetilação de H4K16 tem sido observada nos primeiros estágios da 
carcinogênese (FRAGA et al., 2005). É conhecido que H4K16 é alvo de Sirt1, uma 
HDAC da classe III. Curiosamente, concomitante à diminuição de H4K16ac após 
bloqueio de ancoragem (Figura 10C), nossos resultados mostraram aumento na 
expressão de Sirt1 (Figura 11B). Assim, é provável que a diminuição da acetilação 
de H4K16 nos primeiros momentos da transformação maligna, após o bloqueio de 
ancoragem, possa ocorrer devido à atividade de desacetilase de Sirt1. Entretanto, 
posteriormente, ao longo da progressão neoplásica, na linhagem 4C11+, o aumento 
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de H4K16ac (Figura 8C e F) não pode ser explicado pela ação de Sirt1 (Figura 9B), 
mas, provavelmente, pela ação de histona acetiltransferases (HATs).  
É possível que a modificação pós-traducional de H4K16ac possa contribuir 
com a resposta ao dano no DNA por forçar a cromatina a manter uma configuração 
mais aberta e manter a estrutura que permite a transcrição do DNA. Uma única 
modificação em H4K16ac modula tanto a estrutura da cromatina de ordem superior 
como interações funcionais entre proteínas não histonas e a fibra de cromatina 
(SHOGREN-KNAAK et al., 2006). Sharma e colaboradores (2010) demonstraram 
que taxas reduzidas de H4K16ac correlacionam-se com um defeito na resposta a 
danos no DNA e reparo de dupla fita e propuseram que MOF, um gene humano que 
codifica uma acetilase de H4K16, exerce papel crítico em múltiplos estágios da 
resposta celular ao dano do DNA. Demonstraram também que a diminuição da 
acetilação de H4K16, devido à depleção de MOF humana, pode alterar a resposta 
ao dano de DNA em vários estágios do reparo da quebra de dupla fita. A acetilação 
de H4K16 poderia influenciar outras modificações de histonas por meio de 
complexos formados na região do dano que poderiam conter HATs, HDACs, HMTs e 
histona desmetilases (SHARMA et al., 2010).  
Além da acetilação, a metilação de resíduos de lisinas em histonas é uma 
marca epigenética que, quando alterada, está envolvida em várias enfermidades, 
embora essa modificação seja ainda pouco descrita no processo neoplásico. Assim, 
investigamos possíveis marcas de metilação aberrante em histonas ao longo do 
processo de transformação maligna dos melanócitos e após a situação de estresse 
sustentado. No presente trabalho, foi observado aumento de H3K4me2 e H3K4me3 
após o bloqueio de ancoragem por 24 horas (Figura 10A e 10B, respectivamente) e, 
durante a progressão maligna, houve aumento destas marcas nas linhagens 4C e 
4C11- em comparação à linhagem melan-a (Figura 8A e 8B, respectivamente). 
Peña et al (2008) propuseram que a trimetilação de H3K4 é necessária para o 
reparo do DNA e que mutações específicas podem diminuir a interação de 
H3K4me3 e seu efeito na resposta celular ao estresse genotóxico . Assim, o 
aumento de H3K4me3 após a situação de estresse e nas linhagens 4C e 4C11- 
pode ser uma tentativa da célula em reparar o dano de DNA e evitar a 
transformação maligna.  
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Vários trabalhos mostram os chamados domínios bivalentes em promotores, 
caracterizados pela presença concomitante das marcas de ativação H3K4me2/3 
junto à marca de silenciamento H3K27me3, não somente em células tronco 
embrionárias, onde as marcas bivalentes são características (BERNSTEIN et al., 
2006; RODRIGUEZ et al., 2008) mas também em células de câncer de próstata, 
como primeiramente mostrado por Ke et al (2009), e em amostras clínicas de 
leucemia mielóide aguda (Paul et al., 2010). Em nosso estudo, foi observada uma 
tendência à diminuição da marca de silenciamento H3K27me3 após bloqueio de 
ancoragem por 24 horas (Figura 10F), o que, junto ao aumento da marca de 
ativação H3K4me3, sugere que possa haver ativação de oncogenes após a situação 
de estresse sustentado. Entretanto, concomitantemente ao aumento de H3K4me3 
nas linhagens intermediárias, também foi observado aumento global de H3K27me3 
nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ em relação aos melanócitos melan-a (Figura 8I e 
8L). Apesar do aumento da trimetilação de H3K4 e de H3K27 nas linhagens 
intermediárias 4C e 4C11- sugerir a possível aquisição de características de células 
tronco embrionárias, somente a análise da presença concomitante destas marcas 
em sequências específicas de DNA poderá esclarecer se estas células apresentam 
marcas bivalentes.  
A predominância das mudanças de metilação de H3K27, em relação à 
metilação de H3K4, após a derivação de células tronco embrionárias e no 
desenvolvimento embrionário, junto com a associação de genes enriquecidos em 
H3K27me3 com funções de sinalização e desenvolvimento, condizem com a idéia 
da desmetilação de H3K27 como um importante componente da plasticidade 
epigenética de embriões e células indiferenciadas (AZUARA et al., 2006; DAHL et 
al., 2010). Junto aos recentes achados de que a desmetilase da histona H3K27 está 
inativada em vários tipos de tumores (VAN HAAFTEN et al., 2009), os resultados 
sugerem que a regulação da metilação H3K27 é crucial para prevenir o 
desenvolvimento tumoral. Trabalhos recentes mostraram que tanto o aumento como 
o decréscimo da metilação de H3K27 podem levar a malignidade, dependendo da 
célula de origem do tumor, embora o mecanismo pelo qual o sistema de metilação 
de H3K27 leva ao desenvolvimento tumoral permaneça pouco conhecido 
(MARTINEZ-GARCIA & LICHT, 2010).  
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Além da combinação das marcas bivalentes H3K4me2/3 e H3K27me3, Bapat 
e colaboradores (2010) demonstraram a presença de outras combinações ainda 
pouco descritas de marcas de ativação, como H3ac/H3K4me2, e marcas de 
silenciamento, H3K9me3/H3K27me3, que poderiam facilitar a adaptação das células 
à condição de cultura tridimensional após o bloqueio de adesão em células de 
câncer do ovário. Além disso, esse mesmo trabalho demonstrou um papel funcional 
de combinações antes não descritas de marcas bivalentes (H3K4me2/H3K9me3), 
trivalentes (H3K4me2/H3K9me3/H3K27me3) e tetravalentes 
(H3ac/H3K4me2/H3K9me3/ H3K27me3) em células tumorais agressivas (BAPAT et 
al., 2010). Da mesma forma, nossos resultados mostraram aumento concomitante 
da marca de ativação H3K4me2 e da marca de silenciamento H3K9me3 após 
bloqueio de ancoragem por 24 horas dos melanócitos melan-a (Figura 10) e nas 
linhagens 4C e 4C11- (Figura 8), porém estudos mais aprofundados serão 
necessários para confirmar se esses aumentos condizem com a presença de 
marcas bivalentes.  
Juntos, os resultados sugerem abertura e remodelamento da cromatina após 
situação de estresse sustentado, que facilitaria a adaptação fenotípica ao novo 
ambiente. Em adição, a possível aquisição de características inerentes às células 
tronco pode indicar uma possível reprogramação epigenética, que poderia levar as 
células a um estado menos diferenciado, nos estágios intermediários da 
transformação maligna, representado pelas linhagens 4C e 4C11- e, posteriormente, 
estas células se reprogramariam, adquirindo novas características com poder 
metastático.  
 
 
5.2. Alteração em componentes da maquinaria epigenética 
 
 
Diversas enzimas participam como moduladoras no processo de modificação 
em caudas de histonas, entre elas, as proteínas do grupo Polycomb. As proteínas 
desse grupo são repressores transcricionais que regulam a proliferação e a decisão 
do destino celular durante o desenvolvimento e a desregulação de sua expressão 
está freqüentemente associada a tumores humanos. EzH2 está superexpresso em 
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vários tipos de câncer (BRACKEN et al., 2009), sendo proposto como um marcador 
molecular de progressão e metástase do câncer de próstata (VARAMBALLY et al., 
2002), e tem sido relacionado à agressividade do câncer de mama e à progressão 
do câncer de bexiga (WEIKERT et al., 2005). Além disso, essa enzima foi 
relacionada à alta taxa de proliferação e agressividade em subgrupos tumorais de 
melanoma cutâneo e em câncer de endométrio e próstata (BACHMANN et al., 2006) 
e a superexpressão de EzH2 promoveu a formação de colônias, crescimento 
independente de ancoragem e invasão celular (BRACKEN et al., 2003; 
CROONQUIST & VAN NESS et al., 2005). Um estudo indicou que EZH2 é essencial 
para a resistência à quimioterapia em células tumorais resistentes à cisplatina in vitro 
e in vivo, o que ocorre provavelmente através da metilação de H3K27, bem como 
para a regulação da proliferação celular (HU et al., 2010). Ainda é indeterminado se 
a perda de EzH2 leva à perda global da metilação de H3K27 em células do linfoma 
ou se ocorre alguma compensação através da ação de proteínas relacionadas à 
EzH1 (MARTINEZ-GARCIA & LICHT, 2010), entretanto, nossos resultados 
demonstraram aumento de H3K27 na linhagem 4C11+ comparada aos melanócitos 
melan-a (Figura 8I e 8L) e o mesmo não foi acompanhado pelo aumento de  EzH2 
nesta linhagem (Figura 9A), sugerindo que o aumento da trimetilação de H3K27 
possa estar relacionado a outras metilases de histonas ou à perda de desmetilases 
de histonas. Este trabalho demonstrou aumento da expressão global de EzH2 após 
o impedimento de ancoragem por 24 horas (Figura 11A) e aumento na expressão 
dessa enzima nas linhagens 4C e 4C11-, mas não em 4C11+ (Figura 9A). Com 
isso, os resultados obtidos sugerem que, após a aquisição das características que 
levam à metástase, entre a linhagem 4C11- e 4C11+, a expressão de EzH2 retorna 
a níveis comparáveis aos melanócitos melan-a, fortalecendo a idéia de que EzH2 
possa ter um papel na sobrevivência das células em suspensão e estar relacionada 
à transformação maligna durante o processo de transformação neoplásica do 
melanoma in vitro.  
A superexpressão de EzH2 em tecidos em cultura promove a formação do 
complexo PRC4, que contém Sirt1. As taxas de Sirt1 e de EzH2 diminuem 
gradualmente a medida que as células se tornam diferenciadas e tem-se sugerido 
que elevadas taxas de EzH2 podem estar associadas à extensa proliferação celular. 
Foi demonstrado que a down-regulation de Sirt1 é necessária para estabelecer 
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programas de diferenciação específicos durante a diferenciação de células tronco 
embrionárias de camundongos e humanos, devido à Sirt1 se ligar e reprimir 
epigeneticamente um grupo de genes de desenvolvimento. Em camundongos, a 
depleção de Sirt1 determina um ligeiro efeito negativo na expressão de genes 
relacionados à pluripotência e a superexpressão de Sirt1 leva a um aumento da 
expressão desses genes, que é sustentada durante os primeiros passos da 
diferenciação (HAN et al., 2008; CALVANESE et al., 2010). Acredita-se que as 
células neoplásicas recapitulem muitas características de célula tronco. A função 
oncogênica de Sirt1 poderia ser também mediada pela modulação aberrante de 
genes do desenvolvimento, especialmente para aqueles cânceres nos quais o 
fenótipo indiferenciado predomina (CALVANESE & FRAGA, 2011). 
Portanto, tendo em vista a potencial importância de EzH2 e especialmente de 
Sirt1 na aquisição de características de pluripotência, nossos resultados de aumento 
simultâneo de marcas de silenciamento e ativação em histonas (Figura 10 e 8) e 
aumento dos níveis protéicos de EzH2 e Sirt1 nas linhagens intermediárias 4C e 
4C11- (Figuras 9) reforçam a proposta de dediferenciação, reprogramação 
epigenética e aquisição de plasticidade. Dados de nosso grupo de pesquisa 
corroboram essa hipótese, visto o aumento de expressão do gene Chd1, um 
remodelador de cromatina relacionado à conformação aberta da cromatina e à 
pluripotência, nas linhagens 4C e 4C11- (MOLOGNONI et al., 2011), além de 
aumento na expressão do regulador chave da transição epitélio-mesênquima Snail1 
em ambas as linhagens em comparação aos melanócitos melan-a (Alice Santana 
Morais, dados ainda não publicados). O fator de transcrição Snail1 é um repressor 
de E-caderina essencial para o desencadeamento da transição epitélio-mesênquima 
e pode constituir o primeiro passo para a aquisição de características migratórias e 
invasivas. Recentemente, tem-se demonstrado que Snail1 interage com EzH2 e 
SUZ12, cujos níveis estão altos em células em proliferação (como células tronco 
embrionárias e células progenitoras), e que recruta PRC2 para o promotor de E-
caderina (HERRANZ et al., 2008), o que poderia explicar o aumento de EzH2 
concomitante ao de Snail1 na linhagem pré-maligna 4C e na maligna não-
metastática 4C11- (Figura 9A).  
Nossos dados mostram aumento de EzH2 e Sirt1 nas linhagens 4C e 4C11- 
(Figura 9 e 10). O’HAGAN e colaboradores (2008) hipotetizaram que, após o dano 
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do DNA, EzH2 catalizaria a trimetilação de H3K27 que, aliada ao enriquecimento de 
marcas de silenciamento H3K9me2 e H3K9me3, poderia levar ao silenciamento 
transiente de genes a fim de certificar que o reparo do DNA fosse concluído antes 
que a transcrição pudesse ocorrer (O’HAGAN et al., 2008). De fato, neste estudo 
também observamos enriquecimento de H3K27me3, H3K9me3 e H3K9me nos 
processos intermediários de transformação maligna (Figura 8I, 8H e 8G, 
respectivamente). Segundo O’HAGAN et al. (2008), embora Sirt1 e EzH2 pareçam 
ser recrutadas para a região de quebra de dupla fita ao mesmo tempo, o 
recrutamento de EzH2 pareceu ser independente de Sirt1. Em acordo com essa 
proposição, nossos achados revelam um aumento de ambas as enzimas após a 
situação de estresse sustentado e nas linhagens 4C e 4C11-, possivelmente como 
papel na tentativa de reparo do DNA. 
Ainda segundo O’HAGAN et al (2008), a metilação do DNA parece ser 
dependente da presença de Sirt1 durante a fase aguda do dano no DNA e no 
intervalo de reparo. De fato, resultados anteriores de nosso grupo mostram 
hipermetilação global do DNA diretamente proporcional ao tempo de bloqueio de 
ancoragem dos melanócitos (Campos et al., 2007) e, curiosamente, no presente 
trabalho demonstramos que a expressão de Sirt1 aumenta após 3 horas de bloqueio 
de ancoragem (dados não mostrados) e esse aumento é ainda maior após o 
bloqueio por 24 horas (Figura 9B), acompanhando o aumento da metilação do DNA. 
Entretanto, dados prévios de nosso grupo de pesquisa mostram hipometilação 
global do DNA durante a progressão maligna dos melanócitos, o que não é 
acompanhado pela perda de expressão de Sirt1 (Figura 11B). Assim, esses 
achados indicam que o aumento da metilação global do DNA pode ser dependente 
da presença de Sirt1 em um primeiro momento após situação de estresse 
sustentado, porém esse aumento não se mantém durante a progressão neoplásica, 
mesmo na presença de Sirt1.  
Como a metilação do DNA é o processo epigenético mais descrito em 
eucariotos e exerce papel essencial no desenvolvimento de mamíferos, 
investigamos a expressão de MeCP2 durante a progressão maligna dos melanócitos 
melan-a. Esta proteína tem sido bem descrita em estudos de células neuronais, 
porém ainda é pouco estudada em processos malignos. Foi descrito que o 
silenciamento parcial de MeCP2 em células tronco mesenquimais humanas induziu 
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redução da apoptose, desencadeamento da senescência, decréscimo da atividade 
telomérica e down-regulation de genes envolvidos na manutenção das propriedades 
de células-troncos, além do aumento de dano no DNA. Além disso, o silenciamento 
total de MeCP2 induziu aumento de citosinas metiladas no genoma (SQUILLARO et 
al., 2010). Em nosso modelo de progressão neoplásica de melanócitos, houve 
diminuição da expressão de MeCP2 nas linhagens 4C, 4C11- e 4C11+ quando 
comparadas à linhagem de melanócitos melan-a (Figura 7). Essa redução de 
MeCP2 relaciona-se aos dados anteriores de hipometilação global do DNA mostrado 
por nosso grupo de pesquisa (MOLOGNONI et al., 2011), além de condizer com a 
diminuição da apoptose e aumento do dano de DNA, como mostrado por Squillaro et 
al (2010). É possível a perda de expressão de MeCP2 ao longo da transformação 
maligna dos melanócitos melan-a contribua com o estabelecimento de padrões 
aberrantes de metilação do DNA. 
 
 
5.3. Interação entre Sirt1 e Dnmts 
 
 
Nossos resultados demonstraram interação entre Sirt1 e Dnmt1 (DNA 
metiltransferase de manutenção) tanto em condições de adesão como desadesão 
(Figura 12A), enquanto que a interação entre Sirt1 e Dnmt3b (DNA metiltransferase 
de novo) foi observada somente após o bloqueio de ancoragem (Figura 12B). Estes 
dados sugerem que Sirt1 possa recrutar Dnmt3b para o local de dano do DNA 
durante o bloqueio de ancoragem. É possível que, nestas condições, Dnmt3b 
desempenhe papel importante no estabelecimento das marcas epigenéticas 
aberrantes observadas ao longo da transformação maligna dos melanócitos melan-a 
induzida por ciclos sequenciais de bloqueio de ancoragem, aliado ao seu papel de 
estabelecimento de novos padrões de metilação (WEISENBERGER et al., 2004; YU 
& KONE, 2004; KIM et al., 2007).  
 
 
5.4. Alteração na localização subcelular de Sirt1 
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Trabalhos anteriores demonstraram diferentes localizações de Sirt1 ao longo 
da progressão maligna (O’HAGAN et al., 2008; BYLES et al., 2010). Neste estudo, 
em melanócitos murinos não tumorais, Sirt1 encontra-se predominantemente no 
citoplasma em pontos próximos ao núcleo e, durante a progressão neoplásica 
(linhagens 4C, 4C11- e 4C11+), Sirt1 transloca para o núcleo (Figura 14). Estas 
diferenças na localização subcelular de Sirt1 podem estar relacionadas ao seu 
possível papel no reparo do DNA e no estabelecimento de marcas epigenéticas 
aberrantes.  
 
 
5.5. Seqüências gênicas diferencialmente associadas à Sirt1 
 
 
Visto o papel das sirtuínas em vários processos relacionados à cromatina, 
incluindo recombinação, replicação e reparo do DNA após situação de estresse 
(BLANDER & GUARENTE, 2004; O’HAGAN et al., 2010), e os resultados de 
Oberdoerffer e colaboradores (2008) que mostram a dissociação de Sirt1 de 
seqüências anteriormentes ligadas e silenciadas por esta proteína para regiões de 
quebra de dupla fita, analisamos se haveria diferença entre sequências de DNA 
associadas a Sirt1 antes e após o bloqueio de ancoragem por 24 horas. Verificamos, 
com este experimento, a existência de sequências diferencialmente associadas a 
Sirt1 após o bloqueio de ancoragem dos melanócitos melan-a (Figura 15), no 
entanto estas sequências ainda estão em processo de identificação. 
 
 
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
Em respostas a sinais externos, como a submissão das células a condições 
estressantes, as alterações epigenéticas são cada vez mais reconhecidas por 
facilitarem a readaptação celular ao novo microambiente, por meio de reguladores 
moleculares do desenvolvimento. Em células tumorais, a ativação de oncogenes e a 
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inativação de supressores tumorais representam passos críticos em todas as etapas 
da progressão neoplásica e nesse processo estão envolvidos fatores genéticos e 
epigenéticos. A maquinaria epigenética envolta na readaptação celular e na 
transformação maligna tem como principais alvos alterações em estados de 
metilação do DNA e nas modificações em histonas, incluindo metilação e acetilação. 
O aumento de marcas de ativação e de marcas de silenciamento 
concomitante ao aumento na expressão de Sirt1 e EzH2, demonstrados nesse 
trabalho, e o aumento na expressão de Chd1, demonstrado recentemente em 
MOLOGNONI et al. (2011), nas linhagens 4C e 4C11- denotam estado de cromatina 
aberta e aquisição de características de pluripotência. Com isso, postulamos que 
após situação de estresse sustentado, com aumento de espécies reativas de 
oxigênio, a célula sofra reprogramação epigenética, voltando a um estado menos 
diferenciado nas linhagens pré maligna (4C) e maligna não metastática (4C11-) e, 
nessa fase, com a cromatina aberta e maior plasticidade. Além disso, a diminuição 
de MeCP2 já na linhagem pré-maligna 4C, que se mantém nas linhagens tumorais, 
junto a influência dessa proteína sobre alterações no padrão de metilação do DNA e 
sobre alterações em marcas de histonas, sugere que MeCP2 possa também estar 
envolvida na reprogramação epigenética que leva ao estabelecimento das primeiras 
características neoplásicas. O esquema abaixo representa as principais alterações 
por nós observadas durante a progressão neoplásica de melanócitos (Figura 16). 
Dada a importância da maquinaria epigenética no controle do comportamento 
celular e na transformação maligna e a característica reversível das modificações 
epigenéticas, esta ciência se torna um alvo promissor para o desenvolvimento de 
novas terapias em combate ao câncer. De fato, alguns estudos têm obtido sucesso 
com o emprego de drogas epigenéticas para o tratamento de várias enfermidades, 
entretanto é ainda pouco descrito o emprego de terapias epigenéticas para o 
tratamento do câncer. Embora haja terapias para a doença maligna, o sucesso do 
tratamento depende do diagnóstico rápido e muitas vezes é ineficiente, pois 
produzem efeitos adversos severos e estão associadas a uma alta taxa de recidiva. 
Contudo, estudos mais aprofundados sobre os mecanismos epigenéticos que levam 
à transformação neoplásica se fazem necessários para a descoberta de novos alvos 
terapêuticos capazes de limitar os efeitos colaterais dos tratamentos, diminuir o 
sofrimento e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 
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Figura 16. Modificações em marcas epigenéticas em histonas ao longo da gênese do 
melanoma. A figura sintetiza as principais alterações em marcas de ativação e silenciamento, além 
das enzimas envolvidas nas alterações em histonas e na metilação do DNA, ao longo da progressão 
neoplásica dos melanócitos in vitro. ma: melanócitos não tumorigênicos melan-a; ma d24h: 
melanócitos murinos não tumorigênicos melan-a submetidos a bloqueio de ancoragem de 24 horas; 
4C: linhagem pré-maligna; 4C11-: linhagem maligna não metastática; 4C11+: linhagem maligna 
metastática.  
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